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MANANOLIGOSSACARIDEO NA ALIMENTACAO DE TILAPIA-DO-NILO
(Oreochromis niloticus): AVALIACAO DE INDICADORES IMUNOLOGICOS E
HEMATOLOGICOS, BIOQUIMICOS E DE DESEMPENHO PRODUTIVO.
RESPOSTA AO DESAFIO COM Lactococcus garvieae

RESUMO - Mananoligossacarideo na alimentacdo pode melhorar a
imunidade, crescimento e salde de peixes cultivados. Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia de niveis de MOS (0,0 g Kg™*; 2,0 g kg™*; 4,0 g kg%;
8,0 g kg*; 10,0 g kg*; 15,0 g kg™) na dieta de tilapia-do-Nilo sobre os parametros
hematolégicos e imunoldgicos, desempenho produtivo, digestibilidade de proteina e
resisténcia a bactéria L. garvieae, apdés 45 dias. 576 tildpias (127,3+4,79 g e
18,7+0,27 cm), distribuidas em 24 caixas (310 L) com aeracdo e renovacgao
constante de agua (6 tratamentos e 4 repeticbes) foram alimentadas com as dietas-
teste extrusadas. Aos 0, 7, 15, 30 e 45 dias ap0s a alimentacéo, foi coletado sangue,
destinado a realizacdo de analises hematologicas e imunologicas. O consumo das
dietas foi registrado semanalmente e aos 45 dias, os peixes foram pesados e
medidos para obtencdo de parametros de desempenho. Apds 45 dias, as mesmas
dietas, acrescidas de marcador e peletizadas foram oferecidas aos peixes e as fezes
coletadas para determinar o coeficiente de digestibilidade de proteina. Nas mesmas
condicdes, com 168 tilapias (125,3+5,09 g e 17,6+0,33 cm) e apds 7, 15, 30 e 45
dias de alimentacdo realizaram-se desafios por co-habitacdo com L. garvieae,
avaliando-se a taxa de mortalidade, durante 15 dias. Os grupos alimentados com o
prebidtico ndo apresentaram melhora significativa em relagdo ao grupo controle nas
variaveis imunoldgicas, hematolégicas e digestibilidade de proteina. O mesmo
ocorreu com o desafio bacteriano. Entretanto, a inclusdo de 2,0, 4,0 e 8,0 g Kg™* de
MOS na dieta melhorou os valores de ganho de pesos dos animais. Como
concluséo, a inclusdo de MOS néo afetou a hematologia, imunidade, digestibilidade
de proteina e resisténcia bacteriana. Mas, a inclusdo de 2,0, 4,0 e 8,0 g Kg* do
prebiotico na dieta melhorou o ganho de peso da tilapia-do-Nilo.

Palavras-chave: Prebiético, Imunologia, Hematologia, Parametros Zootécnicos,
Desafio Bacteriano, Peixes



MANNAN OLIGOSACCHARIDE IN FEED OF NILE TILAPIA (Oreochromis
niloticus): EVALUATION IMMUNOLOGIC, HEMATOLOGICAL, BIOCHEMICAL
INDICATORS AND OF PRODUCTION PERFORMANCE. RESPONDING TO THE

CHALLENGE WITH Lactococcus garvieae

ABSTRACT - Manann oligosaccharide in feed can improve immunity, growth
and health of farmed fish. Thus, the objective of this study was evaluate the influence
of MOS levels (0.0 g Kg™; 2.0 g kg™*; 4.0 g kg™; 8.0 g kg™*; 10.0 g kg*; 15.0 g kg™) in
the diet of Nile Tilapia in hematological and immunological parameters, production
performance, digestibility of protein and resisting bacteria L. garvieae, after 45 days.
576 tilapias (127.3 £ 4.79 g and 18.7 £ 0.27 cm), distributed in 24 fiberglass tank
(310 L) with aeration and constant renewal of water (6 treatments and 4 replications)
it was fed with diets-extruded test. In time 0, 7, 15, 30 and 45 days after feeding, it
was collected blood for hematological and immunological analyses. The consumption
of diets was registered weekly and in the period 45 days the fish was weighed and
measured to obtain performance parameters. After 45 days, the same diets, added
marker and pelletized, were offered to fish and the faeces was collected to determine
protein digestibility coefficient. Under the same conditions, with 168 Nile tilapia (125.3
+5.09 gand 0.33 £ 17.6 cm) and after 7, 15, 30 and 45 days it was made challenges
by cohabitation with L. garvieae, evaluating the mortality rate during 15 days. The
groups fed with prebiotic didn't show significant improvement as compared to the
control group on variables, immunological, hematological and protein digestibility.
The same occurred with the bacterial challenge. However, the inclusion of 2.0, 4.0
and 8.0 g Kg' of MOS in the diet improved the gain of weight of animals. As a
conclusion, the inclusion of MOS not affected the hematology, immunity, protein
digestibility and bacterial resistance. But, the inclusion of 2.0, 4.0 and 8.0 g Kg™* of
the prebiotic on diet improved weight gain of Nile tilapia.

Keywords: Prebiotic, Immunology, Hematology, Zootechnical Parameters, Bacterial
Challenge, Fish



1. INTRODUCAO

A tilapia-do-Nilo é a principal espécie de peixe produzida pela aquicultura
brasileira, responsavel por 46,6% da producdo de pescado continental, com
253.824,1 toneladas (MPA, 2013). Esta espécie € bem aceita no mercado nacional e
internacional, pois, além de ser tolerante ao manejo, apresenta crescimento rapido e
conversdo alimentar adequada (SCHWARZ et al., 2010). Todavia, com a
intensificacdo da producao, surtos de doencas sdo frequentes, principalmente em
altas temperaturas, comprometendo os resultados e causando prejuizos elevados.

Na tentativa de controlar essas doencas, 0s produtores utilizam,
constantemente e sem critérios, um grande namero de antimicrobianos que colocam
em risco toda a cadeia produtiva, por deixar residuos no pescado, comprometer a
saude dos peixes e o meio ambiente, além de provocar 0 aparecimento de cepas
resistentes a esses medicamentos (LEVY; MARSHALL, 2004).

Assim, para minimizar perdas econémicas com mortalidade, deve-se buscar
formas de elevar a resisténcia dos peixes as enfermidades. O uso de dietas
suplementadas com ingredientes que podem influenciar beneficamente a imunidade,
crescimento e a saude de organismos cultivados, € uma estratégia promissora
(SHEIKHOLESLAMI-AMIRI et al., 2012).

Entre as substancias utilizadas no manejo profilatico na aquicultura esta o
mananoligossacarideo (MOS), um prebiotico, extraido da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae, constituida de cerca de 40% de B-glucanos, 40% de a-
mananas, 28% de proteinas, 7% de lipideos, 3% de substancias inorganicas e 2%
de hexosaminas e quitina (HOUGH, 1990) e que pode influenciar a saude e o
desempenho zootécnico do animal, com acdo preventiva na colonizac¢do intestinal
de bactérias patogénicas e acao estimulante do sistema imunolégico (OYOFO et al.,
1989; STAYKOV; DENEV; SPRING, 2005; CULJAK et al., 2006; STAYKOV et al.,
2007). A manose, presente no MOS, é considerada um padrdo molecular associado
a patégenos (PAMP - Pathogen Molecular Pattern), reconhecida por células do
sistema imune, por meio de seus receptores de reconhecimento de patégenos
(PRRs - Pathogen recognition receptors), capacitando a modulagdo da imunidade

inata, com producao e liberacdo de citocinas pré e anti-inflamatoérias (WILLMENT;
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BROWN, 2007). Agentes patogénicos e toxinas, que ligam-se ao MOS, podem ser
identificados de maneira mais facil pelo sistema imunoldgico (LAUE; TUCKER, 2006)
e, consequentemente, combatidos. Pesquisas sobre a resisténcia a agentes
patogénicos e resposta imunoldgica com alimentacdo contendo imunoestimulantes
sdo importantes, e deve-se observar o tempo de administracdo, regime de
alimentacdo e a dosagem nas dietas para cada espécie de peixe (SAKAI, 1999).
Além de importante, a utilizacdo de MOS na aquicultura é caracterizada por variados
resultados (com efeitos ou ndo) entre niveis e espécies.

A efetividade de uma racéao utilizada, principalmente quando se quer avaliar a
influéncia de determinados ingredientes, pode ser creditada por meio da analise de
digestibilidade dos componentes presentes na dieta. Os resultados de digestibilidade
dos nutrientes em uma dieta permitem demonstrar o aproveitamento dos mesmos,
se h& excesso principalmente proteico, podendo, ainda, mostrar e evitar maiores
custos produtivos e dietas ineficientes que podem afetar negativamente o
crescimento e desempenho produtivo de peixes (GONCALVES; CARNEIRO, 2003).

Doencgas principalmente de origem bacteriana constituem-se como um
importante problema na piscicultura intensiva, devido a caracteristica oportunista e a
facilidade de disseminacdo (KUBTIZA, 2000; PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO,
2008). Encontradas frequentemente, Streptococcus spp.; Aeromonas spp.;
Pseudomonas spp.; Flavobacterium columnare (KUBTIZA; KUBTIZA, 2004);
Edwardsiella tarda; Vibrio anguillarum e Enterococcus sp. (MORAES; MARTINS,
2004) séao apontadas como 0s principais agentes patogénicos causadores de perdas
na producdo comercial de peixes.

Com relacéo a Lactococcus garvieae, esta bactéria é considerada um agente
patogénico oportunista de baixa viruléncia, porém altamente infeccioso para animais
imunocomprometidos (RUOFF; WHILEY; BEIGHTON, 1999), atingindo peixes de
grande importancia como truta arco-iris (CHANG; LIN; LEE, 2002; PEREIRA et al.,
2004;) e vérias outras espécies de peixes ao redor do mundo (VENDRELL et al.,
2006).

Evans, Klesius e Shoemaker (2009) encontraram, pela primeira vez,

evidéncias da presenca de Lactococcus garvieae em tilapia (Oreochromis niloticus)



3

no Brasil. Porém, desde entdo, h4 caréncia de trabalhos com a utilizacdo deste
patdégeno em tilapia no pais.

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da
inclusdo dietaria de mananoligossacarideo (MOS) sobre respostas imunolégicas,
hematoldgicas, bioquimicas, de desempenho produtivo, digestibilidade de proteina e
resisténcia de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) a bactéria Lactococcus garvieae

apos 45 dias de alimentacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.A Tilapia

A tilapia é uma espécie originaria da Africa, Israel e Jordania, introduzida no
pais, no nordeste brasileiro, pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas
— DNOCS (FREITAS; GURGEL, 1984).

Ha trés géneros que compreendem as espécies de nome comum tilapia:
Oreochromis (tilapia-do-Nilo, O. niloticus, tilapia de Mocambique, O. mossambicus,
tilapia azul, O.aureus, e O. uroleps hornorum) (KUBITZA, 2000; WATANABE et al.,
2002). Além deste género ha também os géneros Sarotherodon, e Tilapia (POPMA,;
MASSER, 1999; WATANABE et al., 2002).

A tilapia esta distribuida em aguas quentes subtropicais entre 20 e 30 °C,
cultivadas em &agua doce, estuarina ou salobra (MEURER; HAYASHI; BOSCOLO,
2003). Em sistema de cultivo em aguas continentais, em termos de producao so é
inferior a carpa (YASUI et al., 2007).

A Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), familia Cichlidae, subfamilia
Tilapiinae, tribo Tilapiini, possui dentre outras caracteristicas, corpo alto e curto,
listras verticais de coloracdo metalica na nadadeira caudal, cabeca pequena que,
guando alevinos, apresenta tom metélico verde-azulado (GALLI; TORLONI, 1986).
Naturalmente considerada onivora, herbivora e/ou fitoplantofaga, alimenta-se de
plancton, organismos bentdnicos, invertebrados aquaticos, matéria organica em
decomposicao, folhas, larvas de peixes e detritos (HUET, 1973). Adapta-se bem
nutricionalmente em condi¢des de cultivo (CARVALHO; FORESTI, 1996), tendo boa
aceitacéo de dietas artificiais.

O cultivo desta espécie € altamente difundido mundialmente, inclusive no
Brasil, onde, tem uma producdo de 46,6% em todo continente, com 253.824,1
toneladas (MPA, 2013). Caracteristicas do produto final como carne branca
saborosa, sem espinhas em forma de “Y”, com textura firme e filé de facil
processamento (JORY; ALCESTE; CABRERA, 2000; FURUYA et al., 2003) fazem
esta espécie ser bem aceita no mercado. Além disso, apresenta alta taxa de
crescimento (HASSANIEN et al., 2004), converséao alimentar adequada (KUBITZA,
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2000; SCHWARZ et al.,, 2010), resisténcia a enfermidades (PLUMB, 1997,
ARDJOSOEDIRO; RAMNARINE, 2002; ZANIBONI FILHO, 2004), a baixos teores de
oxigénio dissolvido (EL-SAYED; KAWANNA, 2004) e a alta densidade populacional
(GALL; BAKAR, 1999).

2.2. Componentes Imunoldgicos em Peixes

Devido a ndo possuirem medula 6ssea e linfonodos, em peixes, os tecidos
mieldides e linféides como o rim cefélico podem apresentar funcéo imuno-endécrina
(TORT et al., 2003). Este 6rgao realiza um papel que equivale ao da medula 6ssea
nos vertebrados superiores, como 6rgdo hematopoiético (ZAPATA; CHIBA; VARAS,
1996). Os leucécitos produzidos no timo, rim cefalico e baco podem ser
considerados como os principais componentes imunolégicos em peixes (HRUBEC;
SMITH, 2000; TORT; BALASHI; MACKENZIE, 2003). O sistema imune especifico
em peixes € mais lento comparado aos mamiferos, principalmente em condi¢des
onde a temperatura da agua € inferior a sua zona de conforto (BLY; CLEM, 1994).
Acredita-se que, para 0s peixes, as respostas inatas tenham mais expressao
(URBINATI; CARNEIRO, 2004).

A fagocitose, caracterizada pelo processo de englobamento do antigeno,
realizado para sua destruigdo, € a principal caracteristica dos fagécitos. Uma vez
dentro do denominado fagossomo (vacuolo), ocorrem atividades antimicrobianas
gue consequentemente matam e digerem o agente agressor (ROITT; BROSTOFF,;
MALE, 1998). Neste processo, ha aumento do consumo de oxigénio molecular,
conhecido como burst respiratorio. O complexo NAPH oxidase € ativado, catalisando
a producdo de espécies reativas (SASSADA; PABST; JOHNSTON, 1983). As
espécies reativas de oxigénio (EROs) como anion superoéxido, hidroxila e outras
agem como agentes oxidantes ou séo convertidos em radicais, como o peroxido de
hidrogénio (H.0,) (CADENAS; CADENAS, 2002). Os leucécitos granulares, entéo,
liberam uma enzima chamada mieloperoxidase que transforma o peréxido de
hidrogénio em hipoclorito o que produz as cloraminas, que sdo substancias
conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais oxidam os

microorganismos e ajudam na destruicdo. A producdo de EROs pode ser mensurada
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pela reducédo do corante nitroblue tetrazolium (NBT). Este atua na captacdo de
elétrons do superéxido e ocorre sua reducdo. Posteriormente, devido a esta acao,
sdo formados precipitados de material insoltvel azul escuro no interior do fagocito,
os denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990).

Além da acéo fagocitaria, importantissima durante o processo de defesa, o0s
leucdécitos sdo os principais produtores de um componente imunolégico bastante
efetivo em peixes, a lisozima. A lisozima nos peixes é considerada um eficaz agente
bacteriolitico (LIE et al., 1989). Em uma infeccdo age sobre as ligacdes B(1-4)
glicosidicas dos acidos N-acetiimuramico e N-acetilglicosaminico da parede celular
bacteriana (PAULSEN et al., 2003). A atividade desta enzima também ja foi descrita
nas branquias, ovos e ovario (SANKARAN; GURNANI, 1972; LIE et al., 1989;
TAKEMURA; TAKANO, 1995). A determinacdo da lisozima pode ajudar a
diagnosticar a imunidade e resisténcia a doencas (SAURABH; SAHOO, 2008).

Outro mecanismo considerado muito eficaz em peixes é a a¢éo das proteinas
do sistema complemento. Ha cerca de 35 proteinas. Semelhantes as encontradas
em mamiferos, as varias proteinas do sistema complemento de peixes, tem a
caracteristica de possuir diversas formas, aumentando o reconhecimento durante
um ataque (HOLLAND; LAMBRIS, 2002). O sistema complemento € caracterizado
por duas vias, classica e alternativa. A classica é ativada pelo complexo antigeno-
anticorpo e imunoglobulinas, a alternativa é ativada por bactérias, fungos, virus e
helmintos. Em peixes, a acdo antibacteriana é devida principalmente a ativacado da
via alternativa (KOPPENHEFFER, 1987). As proteinas do sistema complemento
participam de processos imunitarios como na fagocitose, opsonizagao, quimiotaxia

de leucécitos e inativacdo de toxinas bacterianas (SECOMBES, 1996).

2.3. Mananoligossacarideo

O mananoligossacarideo (MOS) resiste as degradacdes enzimética e
bacteriana intestinais. Ingredientes alimentares ndo digeriveis no trato
gastrintestinal, chamados de prebioticos, beneficiam o hospedeiro, estimulando,

seletivamente, o crescimento e/ou atividade de determinados microrganismos no
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célon, proporcionando um intestino saudavel (GIBSON; ROBERFROID, 1995).
Assim, também é denominado o mananoligossacarideo, um prebidtico.

A biomassa de levedura (Saccharomyces sp.) é obtida no Brasil pelo setor
sucroalcooleiro, na fermentacdo, como subproduto da producdo de etanol, com
producdo estimada de 240 mil toneladas por ano; na producdo de cerveja, com
cerca de 35.000 toneladas por ano e pelo o setor de panificagdo, com producao de
120 mil toneladas por ano (FURCO, 1996; PEIXOTO, 1996 citado por CHAUD et al.,
2007). Na obtencdo do MOS, a parede celular da levedura é separada dos
componentes intracelulares e o liquido contendo MOS é evaporado a baixa
temperatura (spray dry) para nao danificar sua funcionalidade (SPRING et al., 2000).
a-D-mananos, através de interagcbes com células imunoldgicas, sdo capazes
modular o sistema imune de diversos organismos vivos (MEDZHITOV; JANEWAY,
2000). Por isso, também, o MOS é considerado um imunoestimulante.

Os componentes funcionais da parede celular da levedura sdo a glicana,
glicoproteinas e a manana (que origina 0 mananoligossacarideo). Os mesmos
podem ser obtidos por processos quimicos, a exemplo a metodologia sugerida por
Otero et al. (1996) citada e utilizada por Chaud et al. (2007) a partir da parede
celular desengordurada (Figura 1).



Parede celular desengordurada

NaOH 1% _|
(13pvT)

= Suspensdo

Aguecida a 75 °C, 20
minutos, banho com agitacdo

._' Centrifugacdo
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Sobrenadante {G"'M]
‘ Etanol 95% (3 vol.)12 horas/4 ®C —I

I Extracdo com KOH 2% 3 horas/83 °C
Centrifugacdo {neutralizacdo/centrifugacdo)

‘ Sobrenadante
Liofilizacdo Fracdo insol(ivel

Descartadoﬂ ou "spray (Giicana bruta) Sobrenadante
drying"
[Glicoproteina (GP ) |
‘Etanol 95% (3 vol.) 12 horas/4 °C
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I
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J (Etanol 95%)

Descartado

Resuspensa em agua e "spray dried"

Liofilizacdo ou
"spray drying”

[Glicana insolivel (Gl) [ hManana bruta (M) )—

Figura 1. Fluxograma da obtencdo das fragcdes glicana + manana (G+M),
glicoproteina (GP), glicana insoluvel (Gl); e manana (M) a partir da
parede celular desengordurada (fonte: adaptado de CHAUD et al.,
2007).

Bactérias patogénicas intestinais que possuem lectinas ligantes de manose
podem colonizar e infectar o epitélio superficial do intestino (BAUMLER; TSOLIS;
HEFFRON, 1997). Ao ligar-se com estes receptores de bactérias como E.coli e
Salmonella spp., as a-D-mananas previnem a superficie do vilo e consequentemente
colonizagédo intestinal e disseminagao bacteriana patogénica (FIRON; OFEK;

SHARON, 1983). O mananoligossacarideo ao recobrir o epitélio da superficie das
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células intestinais (enterdcitos), ocupa os sitios de ligacéo e as fimbrias bacterianas
aderem-se a ele no lugar das células epiteliais (PELICANO; SOUZA; SOUZA, 2002).
Também podem agir como prebidtico pelo aumento na producédo de acido latico,
aumento de bactérias benéficas e melhoramento da imunidade (SAVAGE; COTTER,;
ZAKRZEWSKA, 1996).

Através de receptores de reconhecimento de patégenos especificos de
células imunitarias, a manose presente no MOS, considerada um padrdo molecular
associado a patdgenos, € reconhecida em especificidade. Estes receptores séo
mencionados em mamiferos, colectinas, Dectina-2 e o ligante-I-CAM-3 néo integrina
especifico de células dendriticas (DC-SIGN), Toll-like receptor 4 (TLR-4), receptor de
manose (MR) (WILLMENT; BROWN, 2007). Cada um destes realiza funcbes que
estimulam, modulam e/ou auxiliam o sistema imunolégico em sua efetiva acdo de
defesa. Em peixes sdo muito pouco os estudos descritivos sobre tais receptores
especificos de manose. Porém, como ha resultados positivos sobre o sistema
imunologico com a utilizacdo do mananoligossacarideo, acredita-se que funcgdes,
neste sentido, possam ocorrer.

Em juvenis de carpa (Cyprinus carpio) alimentados com dieta com 6,0 g kg™
de mananoligossacarideo, por 46 dias, obtiveram maior crescimento, absorcdo de
proteinas e taxa de sobrevivéncia, em relacdo ao grupo controle (CULJAK et al.,
2004). O MOS também foi recomendado como um prebidtico influente na conversao
alimentar, eficiéncia proteica e aumento da altura das vilosidades intestinais de
juvenis e larvas de tilapia-do-Nilo, ao nivel de 10,0 g kg* e 3,4 g kg™ na dieta,
respectivamente (SCHWARZ et al., 2010; SCHWARZ et al., 2011). A incluséo de
3,0 g kg™ de mananoligossacarideo na racdo melhorou o fator de condicdo, a taxa
de crescimento especifico e a taxa de conversao alimentar de esturjdao do Golfo
(Ancipenser oxyrinchus) (PRYOR et al., 2003).

Além da melhora em parametros de sobrevivéncia, desempenho produtivo e
integridades das vilosidades, o MOS também esta relacionado com uma maior
estimulacdo do sistema imunolégico em peixes, como alteracdo positiva na
producdo de anticorpos, atividade bacteriolitica, atividade de lisozima e sistema
complemento e/ou atividade respiratéria de leucécitos em truta arco-iris (STAYKOV
et al., 2007), carpa comum (STAYKOV; DENEV; SPRING, 2005), robalo europeu



10

(TORRECILLAS et al., 2007), Sciaenops ocellatus (ZHOU; BUENTELLO; GATLIN llI,
2010) e rohu (Labeo rohita) (ANDREWS et al., 2009).

A dosagem e a forma de administracdo do mananoligossacarideo que
proporcione beneficios em peixes, ainda ndo estdo bem elucidadas. Pois, resultados
contraditorios foram descritos em diversas espécies, dentre elas em bagre do canal
(Ictalurus puntactus) (WELKER et al., 2007), Sciaenops ocellatus (ZHOU;
BUENTELLO; GATLIN I, 2010), esturjao (Acipenser oxyrinchus desotoi) (PRYOR et
al., 2003) e salméo (Salmo salar) (GRISDALE-HELLAND; HELLAND; GLATIN llI,
2008).

2.4.Digestibilidade

A capacidade de ingestao e absorcdo, associado ao conteudo nutricional de
um alimento define o valor nutritivo do mesmo (HIGUERA, 1987). Os resultados de
digestibilidade dos nutrientes em uma dieta permitem demonstrar realmente se
houve aproveitamento dos mesmos, se ha excesso principalmente proteico,
podendo, ainda, mostrar e evitar maiores custos produtivos e dietas ineficientes e
desbalanceadas, que podem afetar negativamente o crescimento e desempenho
produtivo de peixes (GONCALVES; CARNEIRO, 2003).

O conhecimento da digestibilidade de nutrientes em animais € altamente
importante para suprir as exigéncias nutricionais de determinada espécie, pois,
somente saber os habitos alimentares e aplicar dietas nutricionalmente equilibradas
nao asseguram resultados positivos em relacdo ao desempenho (SOUZA, 1989). A
digestibilidade de um determinado nutriente ou energia representa a fracao destes
no alimento que néo é excretada nas fezes (NRC, 1993).

O aproveitamento do alimento varia com a espécie, essa diferenca €
determinada pelo coeficiente de digestibilidade, representado pela habilidade do
animal em digerir nutrientes e energia presentes no alimento (ANDRIGUETO, 1999).

Como a metodologia de coleta é dificultada, pois, a urina e excretas das
branquias sdo sollveis em agua, para determinar a digestibilidade aparente de
dietas fornecidas a peixes, utiliza-se a coleta de fezes apds fornecimento de dietas
com marcadores (AUSTRENG, 1978).
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Os marcadores em fezes séo divididos em dois grupos: internos e externos.
Os externos devem ser aplicados a dieta ou por outra via ao animal, e o0s
marcadores internos sdo encontrados de maneira natural nos alimentos (KOTB,;
LUKEY, 1972). Esses marcadores devem ter como caracteristicas: serem
indigestiveis e ndo absorviveis, ter auséncia de funcédo farmacol6gica no aparelho
digestério, passar pelo mesmo de maneira uniforme e apresentar rapidez e
facilidade na determinacéo quimica (MAYNARD; LOOSLY, 1966).

Ha técnicas adaptadas para coleta total de fezes, como camara metabdlica,
sistema de filtragem continua de fezes (HALVER, 1989) e sistema de bolsa coletora
de fezes (VIDAL JUNIOR, 2000), suc¢do ou disseccdo na porcao final do intestino e
extrusdo manual. Mas a coleta parcial de fezes, com a utilizacdo de marcadores na
dieta é mais utilizada e tem maior preciséo.

No estudo da digestibilidade em peixes com o uso de marcador, o 6xido de
cromio Il (Cr,03) € o mais utilizado. Esta técnica apresenta vantagens na
substituicdo da coleta total de fezes, por ser economicamente viavel e ser exercida
com tempo reduzido (KANE; JACOBSON; DAMEWOOD, 1959). O 6xido de créomio
[ll tem coloracdo de verde clara & escura, € insoluvel em agua, alcool ou acetona,
porém, ligeiramente sollvel em &cidos e alcalis (THE MERK INDEX, 1966).

Apoés alimentagdo dos animais com a dieta contendo o marcador, as fezes
devem ser coletadas. O sistema mais utilizado para a coleta de fezes em peixes € 0
chamado sistema de Guelph modificado (GONCALVES, 1998). Neste sistema, o
fluxo de agua é constante, na extremidade inferior cbnica (em declinio) de
incubadoras séo fixados registros, que permitem a regulagem do fluxo e a
acoplagem de um tubo de ensaio, para a deposicdo das fezes excretadas pelos

peixes incubados (Figura 2).
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Entrada de agua

-1 Saida de agua

Peixes incubados

Fundo em declinio
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Tubo coletor acoplado

[
| Fezes decantadas

Suporte de sustentagéo

Figura 2. Descricdo béasica de uma incubadora construida segundo o sistema de
Guelph modificado (fonte: elaborada pelo autor).

2.5. Lactococcus garvieae

A L. garvieae é uma bactéria ndo-moével, estruturalmente apresentada como
cocos ovoides em pares ou em pequenas cadeias, ndo forma esporos, é anaerdbia
facultativa, Gram-positiva e em condi¢cdes de cultivo em agar sangue, produz a-
hemolise. Apresenta bom crescimento em meios contendo 6,5% cloreto de sodio
(NaCl) (pH de 9,6) com 40 % de bilis e em 0,1% de azul de metileno de leite, em
condi¢cBes de 4 a 45°C, mas sua temperatura ideal € de 37°C durante 24 horas e em
4°C pode crescer entre 12 e 15 dias (KUSUDA et al.,1991; PRIETA et al., 1993;

ELDAR et al., 1996). Seu crescimento é considerado bom em meios de cultura como
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agar BHI, 4gar TSA, caldo TSB e agar BEA, mas nao apresenta crescimento em
agar McConkey e agar para Enterococcus (TORANZO et al., 1994). Pode crescer
também em caldo BHIB (CHENG; CHEN, 1999).

A Streptococose, septicemia causada por bactérias (cocos) Gram-positivas, foi
descrita, primeiramente, no continente asiatico, especificamente no Japao, em
cultivo intensivo de truta arco-iris (Oncorhynchus mykis), no final dos anos 50
(HOSHINA; SANO; MORIMOTO, 1958).

Inicialmente descrito como Streptococcus garvieae, L. garvieae foi descrita, em
um estudo de mastite bovina na Gra-Bretanha (COLLINS et al., 1983). A septicemia
causada por Lactococcus garvieae, chamada de Lactococose é um tipo de
Streptococose, que tem grande impacto na criacdo de salmonideos de agua doce e
na marinocultura (VENDRELL et al., 2006).

Em 1985, ocorreu a divisdo entre 0os géneros Streptococcus e Lactococcus,
ambos pertencentes, ainda, a familia Streptococcaceae (SCHLEIFER et al., 1985).
Dentro do género Lactococcus destacam-se, com importancia patogénica humana e
animal, L. lactis subsp. cremoris , L. lactis subsp. latis e L. garvieae (AGUIRRE;
COLLINS, 1993; ANTOLIN et al., 2004) .

Os sinais clinicos da doenca sdo anorexia, melanose, letargia e natacdo
erratica. Externamente, exoftalmia (uni ou bilateral), hemorragias na regiao
periorbital e intra-ocular, no opérculo e regido bucal, na base das nadadeiras e
regido perianal, escurecimento da pele. Ascite e propulsdo anal também séo sinais
descritos (PRIETA et al., 1993; ELDAR; GHITTINO, 1999; MUZQUIZ et al., 1999;
VENDRELL et al.,, 2007). Internamente, o peixe pode apresentar hemorragia na
cavidade peritoneal, além de exsudato purulento (DOMENECH et al., 1993;
AFONSO; SILVA; GOMES, 2003).

S&o registrados surtos em trutas arco-iris por varios paises em diferentes
continentes, na Inglaterra, Africa do Sul, paises da regido do Mediterraneo, Australia,
Japédo e Taiwan (VENDRELL et al., 2006). Comprometendo cerca de 50-80 % da
producao total (GHITTINO; PREARO, 1992). L. garvieae além de causar mortalidade
(até 50 %), diminui a taxa de crescimento e torna 0s peixes ndo comercializaveis
(VENDRELL et al., 2006). Nao somente em truta arco-iris, mas o isolamento deste

patogeno ja foi descrito em catfish (Ictalurus punctatus) (RAVELO et al., 2003),
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enguia japonesa (Anguilla japonica) (KUSUDA et al.,1991), linguado (Paralichthys
olivaceous) (LEE et al., 2001), tainha (Mugil cephalus) (CHEN et al., 2002), e dentre
outros, tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) no Brasil (EVANS; KLESIUS;
SHOEMAKER, 2009). Desde entdo, em tilapia-do-Nilo, ndo sao encontrados

trabalhos com este agente patogénico no pais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos de
mananoligossacarideo (MOS) incorporados a dieta na modulacdo das respostas
imunoldgicas, hematologicas e bioquimicas, no desempenho produtivo e
digestibilidade de proteina de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) ap6s 45 dias de
alimentacdo e sobrevivéncia apds desafio por co-habitacdo com a bactéria

Lactococcus garvieae;

3.2. Objetivos Especificos

o Avaliar se ocorrem efeitos com suplementacao de 0,0, 2,0, 4,0, 8,0, 10,0 e
15,0 g kg™ do prebidtico nas respostas imunolégicas, hematoldgicas e bioquimicas
da tilapia apos 0, 7, 15, 30 e 45 dias de alimentacao;

o Comparar o desempenho zootécnico de Oreochromis niloticus alimentados
com dietas suplementadas com os diferentes niveis do prebiotico, apés 45 dias;

o Determinar os coeficientes de digestibilidade de proteina apdés 45 dias de
alimentacdo com as dietas contendo o0s niveis de mananoligossacarideo;

o Avaliar a sobrevivéncia da tilapia-do-Nilo alimentada com os niveis de MOS
na dieta, apos desafios por co-habitagdo com a bactéria Lactococcus garvieae nos
periodos de 7, 15, 30 e 45 dias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Local de Realizacdo do Experimento

O experimento foi conduzido no biotério do Laboratério de Patologia de
Organismos Agquaticos do Centro de Agquicultura da UNESP - CAUNESP de
Jaboticabal - SP (21.15 S/ 48.17 W).

4.2.Condicoes e Dietas

Os peixes foram adquiridos de piscicultura comercial. Apds pesados e
medidos, foram distribuidos aleatoriamente em 24 caixas com capacidade para 310
litros (seis tratamentos, quatro repeticdes), com aeracao e renovacgao constante de
agua.

Durante o periodo de aclimatacdo (30 dias), os peixes foram alimentados
diariamente com uma dieta comercial (Fri-Aqua 32®, Nutreco), isenta de MOS.

As dietas experimentais (Tabela 1) foram formuladas de acordo com as
exigéncias nutricionais para tilapias em crescimento (NRC, 1993). Os niveis de MOS
(0,0, 2,0, 4,0, 8,0, 10,0 e 15,0 g kg™) (ActiveMos® - Biorigin, Lencéis Paulista, Sdo
Paulo, Brasil — Tabela 2) foram incluidos nas dietas em substituicdo aos niveis de
Caulim (0,0, 5,0, 7,0, 11,0, 13,0 e 15,0 g kg™), um ingrediente nutricionalmente
inerte. Os ingredientes foram pesados, inicialmente, misturados em misturador
horizontal e triturados, misturados em misturador “Y” e triturados novamente. As
dietas foram extrusadas na medida de 3 a 4 mm de diametro (Figura 3) e secas,
sendo estocadas a - 20 °C até o momento da utilizacdo. Cada unidade experimental
possuia seu respectivo recipiente identificado contendo a dieta, sendo preenchido de

acordo com a necessidade.



Tabela 1. Composicdo percentual e quimico-bromatologica das dietas.

17

Dietas
Ingredientes (%) Controle 2,0gkg” 4,0gkg” 80gkg” 10,0gkg™ 150gkg™
Farinha de peixe 14,7 14,7 14,7 14,7 14,7 14,7
Farelo de soja 35,6 35,6 35,6 35,6 35,6 35,6
Farelo de milho (fuba) 19,0 19,0 19,0 19,0 19,0 19,0
Farelo de trigo 15,2 15,2 15,2 15,2 15,2 15,2
Quirera de arroz 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0
Oleo de soja 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
Fosfato bicélcico 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Calcério 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Vitaminas e minerais* 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
DL-metionina 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Caulim 15 1,3 11 0,7 0,5 0,0
Mananoligossacarideo 0,0 0,2 0,4 0,8 1,0 1,5
Composic¢éo nutricional (%)
Umidade 3,40 3,20 4,32 3,40 3,30 2,89
Extrato etéreo 3,61 3,85 3,93 3,66 3,91 4,05
Proteina bruta 29,06 30,33 30,46 30,58 31,09 31,27
Fibra bruta 4,59 4,67 5,10 4,64 4,69 5,35
Matéria mineral 12,38 11,75 11,04 10,83 13,14 10,04

Y Premix vitaminico e mineral (kg/dieta): &cido félico, 1,0 mg; acido pantoténico, 20 mg; antioxidante, 125 mg;

colina, 150 mg; cobre, 25 mg; ferro, 62,5 mg; iodo, 1,25 mg; manganés, 62,5 mg; zinco, 100 mg; selénio, 0,25

mg; vitamina A, 9000 Ul; vitamina B1, 20,25 mg; vitamina B12, 20,25 mg; vitamina B2, 20,25 mg; vitamina B6,

20,25 mg; vitamina C, 300 mg; vitamina D3, 3150 Ul; vitamina E, 60 Ul; vitamina K, 9 mg; niacina, 100 mg;

biotina, 0,1 mg.

Tabela 2. Composicéo do ActiveMos®, segundo o fabricante.

Ingredientes %
Proteina bruta (méx) 30,0
Umidade (max) 8,0
Fibra bruta (méax) 3,0
Cinzas (max) 6,0
Carboidratos 55
Mananoligossacarideo 25,0+ 3,0

B-glucano 30,0+ 3,0
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L T
Figura 3. Racao experimental extrusada, finalizada para o fornecimento aos peixes.

Os peixes foram alimentados “ad libitum” (até a saciedade aparente), trés
vezes ao dia (09:00, 13:00 e 17:00 horas), durante 45 dias. As dietas,
primeiramente, nos horarios estabelecidos, eram fornecidas de maneira e
guantidade iguais para os peixes de todas as caixas. Quando nao ocorria mais o
consumo, existindo excedente de racdo, o fornecimento era cessado e 0S grupos em
gue a dieta era totalmente consumida, eram novamente arragcoados em quantidades
iguais, com uma medida menor, quando necessario, sucessivamente. No momento
gue ndo havia mais consumo pelos peixes, 0 excesso de racdo era retirado para
evitar impurezas na agua.

Tanto no periodo de aclimatagdo como nos periodos experimentais, 0S
parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados.

No primeiro periodo experimental (avaliacdo, imunoldgica, hematoldgica,
bioquimica e de desempenho produtivo e digestibilidade de proteina) a temperatura
da agua foi de 28,8+1,2 °C, oxigénio dissolvido foi 4,36+1,1 mg L™, pH foi 7,6+0,23,
nitrito foi 0,1 mg L™, nitrato foi 10 mg L™, alcalinidade foi 150+50 mg L™, e ambnia
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total foi indetectavel. No segundo periodo experimental, para determinacdo da
sobrevivéncia ap0s o desafio bacteriano, a temperatura da agua foi de 27,5+1,6 °C,
oxigénio dissolvido foi 4,49+2,3 mg L™, pH foi 7,4+0,51, nitrito foi 0,1 mg L™, nitrato
foi 10 mg L™, alcalinidade foi 150+30 mg L™, e aménia total foi indetectavel.

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(protocolo n°® 02981/14) e esta de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal, adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.3. Avaliacdo Imunoldgica, Hematoldgica e Bioquimica
4.3.1. Amostragens

Um total de 576 peixes (127,3+4,79 g e 18,7+0,27 cm) foi utilizado neste
estudo, pesados, distribuidos 24 animais para cada caixa e amostrados nos dias 0,
7, 15, 30 e 45 dias apos o fornecimento das dietas experimentais. Em cada
amostragem, oito peixes de cada tratamento foram anestesiados (benzocaina, 0,1 g
L) e submetidos & coleta de sangue (3,0 mL) por puncéo de vaso caudal. Aliquotas
de aproximadamente 0,3 mL foram distribuidas em tubos de polietileno (1,5 mL),
contendo 15 pL de heparina sédica, destinado as analises hematolégicas e atividade
respiratoria de leucdcitos. Uma gota de sangue nao heparinizado foi destinada a
confeccao de extensdes sanguineas. O sangue excedente foi colocado em tubos de
vidro ndo heparinizados e deixado para coagular por 45 minutos em temperatura
ambiente. Apds esse procedimento, o sangue foi centrifugado a 3.000 rpm, por 10
minutos a 4 °C, e o soro distribuido em tubos plasticos de 1,5 mL e armazenado a -
70 °C.

4.3.2. Imunologia Inata
A analise da atividade respiratoria dos leucotcitos (“Burst” oxidativo) foi

mensurada segundo protocolo de Anderson e Siwichi (1995) modificado por Biller-

Takahashi et al. (2013). 100 pL de sangue contendo anticoagulante foram
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adicionados em 100 pL de tampao fosfato (pH 8,4) contendo nitroazul de tetrazolium
(NBT) (Sigma, St. Louis, MO, USA), na proporcdo de uma pastilha para cada 5 mL
de tamp&o. Apos incubacédo por 30 minutos, 50 pL desta solucéo foi adicionada a 1,0
mL de N,N-dimetilformamida, agitado, centrifugado a 450 rpm por 5 minutos e a
leitura realizada em espectrofotdbmetro (absorbancia a 540 nm).

Determinou-se a concentracdo de lisozima sérica, utilizando o soro dos
animais, com base na metodologia de Smolelis e Hartsell (1949) pela lise da bactéria
Micrococcus lysodeikticus mensurada em densidade 6ptica (540 nm). Foi realizado o
ensaio turbidimétrico segundo Ellis (1990), modificado por Marzocchi-Machado et al
(1999) e Abreu et al. (2009), em leitor de ELISA no inicio da reacdo e apo6s 5 e 10

minutos e obtidos os valores por calculo em curva padréo (Figura 4).

0.14 -

y = 0.0284x - 0.0269 .
0.12 1 R = 0.9724 /

0.1
0.08
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0.04

0.02

Reducédo da DO 540 nm

-0.02 -

Lisozima (ng/uL)

Figura 4. Curva padrao de lisozima. Cada ponto representa a ADO para cada
concentracao-teste de lisozima.

A atividade de complemento foi realizada de acordo com Polhill et al. (1978),
adaptado por Biller-Takahashi et al. (2012), usando hemécias de coelho, avaliando
50% de hemdlise em funcdo do tempo. 60 yL de amostra de soro e 140 pL de
tampéo (TEA-EGTA 8 mM e Mg2+ 2 mM, com gelatina 0,1%, na propor¢cao de 1:10)
foram pipetados em cubeta (capacidade de 1mL) e em seguida adicionados 400 uL
da suspensédo preparada de hemacias e realizada a espectrofotometria cinética (a
700 nm) (Figura 5).
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Figura 5. Curva padréo de calibracdo para andlise de sistema complemento. Leitura
cinética da densidade o6ptica do “pool” das amostras de soro (—).
Referéncia: cubeta sem soro ( == ).

4.3.3. Hematologia

As extensdes sanguineas foram coradas com May Grinwald-Giemsa-Wright
(ROSENFELD, 1947), para posterior contagem total de trombdcitos e leucocitos
totais e contagem diferencial dos leucécitos (HRUBEC; SMITH, 1998). A coloracao
das extensdes foi realizada na relagao 4/14 minutos (4 minutos banhadas no corante
e 14 minutos em agua destilada).

As contagens foram realizadas em microscopia de luz no aumento de 1000x
com o auxilio de 6leo de imersédo. Dentre 2000 células totais contadas (eritrocitos,
leucécitos e trombdcitos), foram obtidos os valores de leucécitos totais (LEUC) e
trombdcitos totais (TROMB). Também foram contados em seguida 200 leucdcitos e
mensurados os valores de mondcitos (MON), linfécitos (LINF), basofilos (BAS),
eosindfilos (EOS) e neutrdfilos (NEUT). Todos dados foram expressos em células
por microlitro (10 células pL™).

Utilizando o sangue heparinizado, foram determinados os dados das variaveis

de série vermelha:
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o Hematdcrito (Ht): pela técnica de microhematocrito (GOLDENFARB et al.,
1971) com o uso de tubos capilares e régua padrdo. Os valores foram mensurados
seguidos da coleta de sangue. Nesta analise, foram preenchidos tubos capilares e
os mesmos foram centrifugados (12.500 rpm por 5 minutos). Apés a centrifugacao,
os eritrocitos sdo separados em relagdo aos demais componentes circulantes do
sangue total e calculados por meio de cartdo padrdo. O resultado obtido é
proporcional a porcentagem de células vermelhas no sangue total;

o Taxa de hemoglobina (Hb): pelo método de cianometahemoglobina
(COLLIER, 1944) em ensaio colorimétrico. A analise foi realizada simultaneamente a
coleta do sangue. 2,5 mL de solucdo de cianeto de potassio (reagente Drabkin)
foram pipetados em tubo de ensaio e em seguida adicionados 15 pyL de sangue.
Apdés a homogeneizacdo, a amostra foi colocada em banho-maria (15 minutos),
realizada a centrifugacado (3.500 rpm por 5 minutos) e o conteudo foi colocado em
cubeta de cristal para andlise de absorbancia (540 nm). O resultado foi expresso em
gramas por decilitro (g dL™).

o Contagem de eritrocitos (RBC): em céamara de Neubauer. Realizou-se a
diluicdo de 1:200 (10 pL de sangue e 2 mL da solucao de formol citrato) e o material
foi reservado a 4 °C e iniciada a contagem no dia seguinte ap0s a coleta. Neste
parametro, o contetdo foi agitado e foi preenchido cada reticulo da camara de
Neubauer. As células foram contadas em microscopio a 400x de aumento. O
resultado foi expresso em células por microlitro (10° células pL™).

A partir dos dados obtidos pelas analises de série vermelha supracitadas,
calcularam-se os indices hematimétricos, VCM (volume corpuscular médio -
avaliacdo do volume dos eritrécitos), HCM (hemoglobina corpuscular média -
determina a quantidade de hemoglobina nos eritrocitos) e CHCM (concentracéo de
hemoglobina corpuscular média — relacionada com a concentracdo da hemoglobina
nos eritrécitos) (WINTROBE, 1934; RANZANI-PAIVA et al., 2013) pelas equagoes:

e VCM (fL)= (hematodcrito * 10) / numero de eritrdcitos;
e HCM (pg) = (taxa de hemoglobina * 10) / nimero de eritrdcitos;
e CHCM (gdL1)= (taxa de hemoglobina * 100) / hematdcrito.



23

4.3.4. Bioguimica Sanguinea

As variaveis proteinas plasmaticas totais (PPT) e albumina (ALB) foram
determinadas por meio de kits comerciais (LABTEST®), em ensaio colorimétrico de
ponto final.

Para andlise de proteinas plasméticas totais, 20 uL da amostra de soro foram
adicionados a 1,0 mL do reagente. Apds a homogeneizacdo, o conteudo foi
incubado (banho-maria) a 37° C durante 10 minutos e realizada a espectrofotometria
em 545 nm. O principio desta anélise baseia-se nos fons de cobre (Cu*?) presentes
no reagente biureto (meio alcalino), que reagem com as ligacdes peptidicas das
proteinas e a absorbancia da cor parpura formada € proporcional a concentracao
proteica na amostra.

Procedeu-se a avaliacao da albumina utilizando 10 pL da amostra de soro em
1,0 mL de reagente. Apdés misturar e aguardar o periodo entre 2 e 10 minutos em
temperatura ambiente, determinou-se a absorbancia em 630 nm. Como
caracteristica a albumina se liga a diversos anions organicos e moléculas de
corantes. No procedimento citado, a medi¢ao do desvio da absortividade do corante
verde de bromocresol é atingida quando este se liga a albumina, permitindo a
analise colorimétrica.

Os valores de globulinas (GLOB) foram obtidos subtraindo o valor de
albumina de proteinas totais.

Os dados dos parametros bioquimicos foram expressos em gramas por
decilitro (g dL™).

4.4. Desempenho Produtivo

Todos os peixes, no inicio, antes do fornecimento das dietas-teste e no final
do experimento, apos 45 dias de alimentacdo, foram anestesiados (benzocaina, 0,1
g LY e submetidos & pesagem e medida de comprimento. Caso houvesse
mortalidade de peixes, independente da necessidade para as analises, 0S mesmos
eram contabilizados. Cada grupo alimentado, inclusive cada repeticdo, possuia seu

recipiente de ragdo individual. As dietas-teste contidas nos seus respectivos
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recipientes foram pesadas semanalmente para célculo do consumo alimentar total
(CAT). As taxas avaliadas, ganho de peso total (GPT), consumo alimentar diario
(CAD), conversao alimentar aparente (CAA), consumo de proteina (CP), taxa de
eficiéncia proteica (TEP), taxa de crescimento especifico (TCE) e sobrevivéncia (S)

foram estimadas pelas seguintes equacoes:

e GPT(g) = (peso corporal final - peso corporal inicial / peso corporal inicial)*100
e CAD (g) = [alimento consumido (dias de alimentacdo*peso corporal / 2)]*100

e CAA = consumo de alimento (g) / ganho de peso total (g);

e CP (g) = (consumo de alimento (g) * proteina na ragdo (g) / 100

e TEP = ganho de peso (g) / proteina na dieta (g);

e TCE (%/dia) = 100 [(In peso corporal final - In peso corporal inicial) / dias];

e S (%) =100 - [(peixes mortos * 100) / namero inicial de peixes].

4.5. Digestibilidade de Proteina

4.5.1. Dietas

As dietas-teste utilizadas para a determinagcdo dos coeficientes de
digestibilidade aparente foram as mesmas, sendo que, para adicdo do marcador, as
seis dietas foram trituradas e, desta vez, peletizadas (Figura 6). 1,0 % de oxido de
crémio 11l (Cr,03), utilizado como marcador inerte foi adicionado as dietas e para o
seu processamento foi acrescido 50% de &gua, facilitando a peletizacdo
(aproximadamente 3 a 4 mm de diametro), realizada em moedor de carne. As dietas
umedecidas foram granuladas manualmente e secas em estufa a 60 °C, por 24

horas.
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Figura 6. Racao peletizada acrescida de éidb de cromio Il (Cr03).

4.5.2. Coleta e Processamento das Fezes

Apés 45 dias de alimentacdo com as dietas extrusadas, seu fornecimento foi,
entdo, interrompido. Selecionou-se um total de 192 peixes (228,46+15,87 g e
22,4+0,8 cm), 32 animais por tratamento (8 em cada caixa) e foi iniciado o
arrocoamento diariamente (trés vezes ao dia, as 09:00, 13:00 e 17:00 horas) com as
dietas-teste peletizadas e acrescidas de indicador. Durante 5 dias, nas mesmas
caixas com capacidade de 310 L, as dietas foram fornecidas para adaptagédo a nova
racdo e completa eliminacdo de residuos da racdo extrusada. Para a coleta de
fezes foram utilizados coletores (em duas etapas) construidos segundo o sistema de
Guelph modificado (GONCALVES, 1998), utilizando incubadoras de fibra de vidro de
80 L de capacidade. Os coletores foram dispostos e adaptados ao lado das caixas
de 310 L (Figura 7), de forma que houvesse fluxo e renovacdo de agua constante

normalmente nos dois ambientes.



experimentais (310 L) para coleta de fezes.

Passados os cincos dias de alimentacdo, os peixes foram colocados nas
incubadoras e as fezes coletas apds 12 horas de incubacdo. Durante este periodo,
os tubos coletores ficaram envolvidos por gelo em recipientes de isopor.

A coleta ndo pbde ocorrer em intervalos curtos, pois, devido ao tamanho
atingido e territorialismo natural da espécie, os peixes ndo puderam ser colocados
todos de uma s6 vez nas incubadoras. Entdo, realizaram-se as coletas, apés o
periodo citado, em duas etapas.

O material recolhido foi depositado em tubos plasticos, etiquetados e
armazenados a - 20 °C até o momento do processamento. Inicialmente, as fezes
foram centrifugadas a 3200 rpm durante 15 minutos para eliminacdo do excesso de
agua, pesadas e congeladas novamente. Posteriormente, liofilizadas, maceradas e
peneiradas para retirada de eventuais escamas e residuos exteriores as fezes. As



27

fezes e também as racdes foram, entdo, moidas em micro moinho e armazenadas a

- 20 °C até a utilizacdo para as analises laboratoriais.

4.5.3. Determinacao dos Coeficientes de Digestibilidade Aparente de Proteina

O teor Oxido de créomio Il (Cr,03) das fezes e racbes foi mensurado pelo
método de digestdo em bloco a 250 °C com acido nitrico e perclérico e leitura em
espectrofotometro a 350 nm (FURUKAWA; TSUKAHARA, 1976). Nesta analise, 0,1
g da amostra foi digerida com 3 mL de &cido nitrico e 4 mL de acido perclérico em
baldes Kjeldahl até obtencdo de uma coloracdo alaranjada. Apds a digestéo,
adicionou-se agua destilada e ajustou-se o volume da amostra em baldo
volumétrico. Obteve-se uma colocacdo amarelada e foi realizada a
espectrofotometria.

Os valores de proteina bruta foram obtidos pelo método de micro-Kjeldahl,
pela multiplicacdo da porcentagem de nitrogénio total pelo fator 6,25. Os coeficientes
de digestibilidade aparente de proteina bruta (CDpg) foram calculados pela férmula
proposta por NOSE (1960):

CDpg(%) = 100 — 100 ( % indicador na dieta % proteina nas fezeS)
= —_— * *
PEAD % indicador nas fezes % proteina na dieta

4.6.Resisténcia a Bactéria
4.6.1. Bactéria e Meio de Cultura

A cepa de Lactococcus garvieae foi previamente isolada de tilapia-do-Nilo
acometida em piscicultura e mantida em estoque no Laboratorio de Patologia de
Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da Unesp — Caunesp, Jaboticabal /
SP. A bactéria foi inoculada em caldo BHI e incubada a 25 °C durante 24 horas. Em
seguida, a suspensao bacteriana foi centrifugada (3000 rpm durante 10 minutos),
lavada trés vezes com tampéao fosfato estéril (PBS) e ressuspendida na mesma

solugdo. A massa bacteriana foi centrifugada trés vezes para completa lavagem e
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retirada de residuos de meio de cultura. Apdés este procedimento, a suspensao
bacteriana foi diluida em 100 mL de PBS e a concentracdo ajustada para 1,5 x 10°

UFC mL™? de acordo com a escala de MacFarland.

4.6.2. Desafios Bacterianos por Co-habitacéo

Foram realizados quatro desafios bacterianos por co-habitacdo. Para o
primeiro, foram utilizados 168 juvenis de tilapia (125,3+5,09 g e 17,6+0,33 cm)
(distribuidos em 7 peixes por caixa) e, apos sete dias de alimentacdo com as dietas
extrusadas (0,0; 2,0; 4,0; 8,0; 10,0; e 15,0 g kg™), dois peixes de cada caixa foram
retirados, anestesiados (benzocaina, 0,1 g L™), e inoculados intracelomaticamente
com 1,0 mL de solugéio PBS contendo 1,5 x 108 UFC mL™ de Lactococcus garvieae
(valor correspondente a DLsp) e introduzidos novamente nas caixas experimentais.
Para diferenciar os peixes inoculados, foi realizada uma “ruptura” e retirado o 3° ou
4° raio da nadadeira dorsal. Os peixes foram monitorados cinco vezes ao dia (a cada
2 horas) quanto a presenca de sinais clinicos durante 15 dias e a mortalidade dos
peixes nao-inoculados, registrada. Neste periodo de observacao, os peixes foram
alimentados continuadamente com as racdes-teste.

Em caso de mortalidade, os peixes eram submetidos as analises
microbiolégicas de amostras de cérebro e rim cefalico para reisolamento bacteriano.
Para tanto, os peixes foram lavados externamente com agua e detergente neutro,
desinfetados com solugéo de alcool 70% e submetidos a biopsia renal e cerebral
para reisolamento e cultivo bacteriano utilizando meio de cultura TSB (Trypticase
Soy Broth). As amostras foram incubadas a 25 °C durante o periodo de até cinco
dias, sendo posteriormente descartadas em caso de auséncia de crescimento
bacteriano até este periodo.

Nas amostras que apresentaram crescimento, realizaram-se teste de
coloracdo de Gram, oxidase (Probac do Brasil ®), catalase, producdo de hemolise
em agar sangue e comprovacdo bioguimica pelo kit comercial APl 20 Strep
(BioMérieux®, Franca). Os resultados obtidos estédo de acordo com Austin e Austin
(1999) e Romalde e Toranzo (2002) (Tabela 3) e foram caracterizados como 99,9%

de compatibilidade a Lactococcus garvieae.
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Tabela 3. Caracteristicas bioguimicas de Lactococcus garvieae.

Teste Reac;é\ol Teste Reacéo
Catalase - B-Galactosidase -
Oxidase - Lactose -

Gram + Manitol +
Hipurato - Fosfatase alcalina -

Pirazinamidase + a-Hemolise +
Trealose + Leucina arilamidase +
Ribose + Adenilato-ciclasa +
Rafinose - B-Glucuronidase -
Inulina - Amidalina -
Arabinose + Esculina
a-Galactosidase - VP
Sorbitol - Glicogénio -

' Reagdo negativa (-); Reag8o Positiva (+).

Todos os procedimentos foram repetidos nos outros trés desafios, diferindo
apenas no tempo de alimentacdo pré-inoculacédo, sendo os peixes desafiados apos

15 dias no segundo, 30 dias no terceiro e 45 dias no quarto desafio.

4.7. Andlise Estatistica

Os dados dos parametros de hematologia, imunidade e resisténcia bacteriana
foram submetidos a analise de varidncia de duas vias (“Two-way” ANOVA), e as
médias comparadas utilizando o teste de Tukey (a 0,05% de significancia). Para os
dados de desempenho e digestibilidade aparente de proteina bruta, realizou-se o
teste F, sendo também, posteriormente, realizada a andlise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey para os valores de F que indicaram diferenca significativa (p<0,01) de
acordo com Snedecor e Cochran (1974) no programa SAS 9.3.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao Imunoldgica, Hematoldgica e Bioquimica

Este estudo avaliou os efeitos da inclusdo de MOS na dieta oferecida por um
periodo de até 45 dias para observar a acdo na imunidade, hematologia e
bioquimica sanguinea de tilapia-do-Nilo. N&o foi possivel verificar diferencas
significativas nos grupos alimentados com MOS diante dos animais alimentados com
a dieta ausente do prebiotico nos parametros avaliados.

Os valores dos parametros imunolégicos analisados estdo descritos na
Tabela 4. Os resultados de trombdcitos e leucocitos totais sdo mostrados na Tabela
5 e as médias dos leucdcitos individuais sdo apresentadas na Tabela 6. Os valores
da mensuracdo da série vermelha do sangue estdo na Tabela 7 e os indices
hematimétricos obtidos, na Tabela 8. Pametros bioquimicos sanguineos estao

descritos na Tabela 9.

5.1.1. Imunologica Inata

As respostas imunoldgicas inata e especifica sdo fundamentais para a defesa
de mamiferos e outros vertebrados, todavia, para 0s peixes, acredita-se que
respostas inespecificas (celulares) sejam mais efetivas (URBINATI; CARNEIRO,
2004).

As espécies reativas de oxigénio (EROs), que representam a atividade
respiratoria de leucécitos, avaliadas pela analise de “burst” respiratorio ou oxidativo,
também tem funcionalidade importante no peixe, sendo caracterizada como agente
bactericida (SECOMBES; FLETCHER, 1992), que age nas membranas, destruindo
0s patogenos invasores (BASHEERA-JOHN et al., 2002).

Neste estudo, a atividade respiratéria dos leucdcitos nado foi influenciada
(p>0,05) pelos diferentes niveis de inclusdo de MOS nos diferentes periodos de

alimentacao (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros imunoldgicos tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) apds
alimentacdo com dietas suplementadas com mananoligossacarideo

(MOS).
Periodo
MOS_; Dia 0 7 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias
(9 kg™)

. 0,0 0,510+0,23 0,397+0,06 0,419+0,06 0,451+0,09 0,267+0,15
,g 2,0 0,443+0,08 0,404+0,04 0,408+0,05 0,409+0,03 0,257+0,03
é %) 4,0 0,411+0,05 0,340+0,04 0,364+0,12 0,402+0,07 0,209+0,09
9 =) 8,0 0,424+0,18 0,371+0,11 0,480+0,06 0,407+0,12 0,271+0,08
é 10,0 0,378+0,09 0,364+0,08 0,378+0,04 0,363+0,06 0,270+0,05

15,0 0,420+0,12 0,398+0,08 0,433+0,13 0,414+0,13 0,274+0,07

0,0 20,97+8,78 14,79+5,47 22,20+6,62 21,37+4,45 17,50+6,07
o 2,0 17,17+4,59 13,31+2,22 16,22+5,38 16,78+5,45 22,80+9,24
%H'_EJ 4,0 17,1546,38 20,9415,77 19,62+2,91 21,05+6,82 17,4346,93
? o 8,0 16,92+7,75 22,22+9,99 21,39+6,29 19,40+6,80 20,27+11,16
- 10,0 23,511+8,78 15,32+2,38 17,15%4,40 23,8819,70 20,90+4,78

15,0 19,8946,50 18,52+4,58 17,35+7,96 20,06%5,19 24,86+7,38

0,0 141,17+40,10° 204,83+157,14°®  95,83+32,01 89,00+59,49  88,33+43,03
mg - 2,0 171,67+53,45%  227,00+£95,78%°  129,67+51,41 67,67+38,76  74,80+23,18
g '§ 4,0 170,00+71,67% 222,00+127,62°° 122,17+42,48  88,50+20,48  98,33+32,52
é. % 8,0 130,83+37,79*  121,33+56,31° 163,00+82,52  68,83+12,37 124,33+87,30
) 2 10,0 135,67+56,01° 284,33+111,98" 161,00+78,26 148,17+132,62 178,67+63,61

15,0 318,17+63,61° 148,67+50,78%  161,00+154,45 86,33+13,76 134,83+94,10

* Burst Oxidativo: atividade respiratéria de leucécitos; “ Lisozima: concentracdo de lisozima; > Complemento:
atividade do sistema complemento (quantidade de tempo necessario para lisar 50% da suspensédo de hemacias);
4 MOS: mananoligossacarideo na dieta; ® Médias seguidas de diferentes letras diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p<0.05).

Em similaridade com o presente estudo, a alimentacdo para “tambor
vermelho” (Sciaenops ocellatus), por 60 dias, com quatro prebioticos diferentes, ndo
afetou significativamente a atividade respiratoria dos leucdcitos no grupo alimentado
com dieta suplementada com MOS (10,0 g kg™) (ZHOU; BUENTELLO; GATLIN lil,
2010). Diferentemente, foi relatada maior atividade respiratoria de leucdcitos em
rohu (Labeo rohita) alimentados por 60 dias com dieta contendo 1,0 g kg™ de MOS
(ANDREWS et al., 2009). Em bagre africano (Clarias gariepinus) alimentados com
por 0, 12, 30 e 45 dias com dieta suplementada com 1,0 g kg*MOS, a atividade

respiratoria dos leucocitos foi superior nos peixes suplementados durante as duas
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primeiras semanas (YOSHIDA; KRUGER; INGLIS, 1995). Depois desse periodo, os
valores decairam e se estabilizaram até 45 dias de suplementacéo.

A lisozima é importante na defesa do organismo e é considerada a primeira
barreira contra a acdo de bactérias. Ela pode ser considerada um parametro para
diagnosticar a saude e resisténcia do peixe (SAURABH; SAHOO, 2008). O sistema
complemento participa de maneira influente no sistema imunoldgico inato. Por meio
de proteinas sollveis, age na quimiotaxia dos leucdcitos, no processo de fagocitose,
inativacdo de toxinas bacterianas e opsonizacdo (SECOMBES, 1996; CLAIRE;
HOLLAND; LAMBRIS, 2002; BOSHRA; SUNYER, 2006).

No presente estudo ndo foi constatado melhora da atividade do sistema
complemento e concentracdo de lisozima sérica com a utlizacdo das dietas
suplementadas com mananoligossacarideo perante os peixes alimentados com a
dieta controle. Resultados semelhantes foram relatados em carpa (Cyprinus carpio)
com dietas contendo 0,0; 0,5; 1,5; e 2,5 g kg* de MOS, por 60 dias (JAFARI;
BABOLI; ALISHAHI, 2013). A atividade de lisozima e complemento entre 0s peixes
alimentados com o0s niveis de inclusdo do prebiotico ndo foram significativas
comparadas ao grupo controle. Também, Dicentrarchus labrax alimentados, por 67
dias, ndo apresentaram diferencas significativas para as mesmas variaveis nos
grupos suplementados com 4,0 g kg e 2,0 g kg™ de MOS na dieta (TORRECILLAS
et al., 2007). Ao contrario, carpas prussianas (Carassius auratus gibelio),
alimentadas por 60 dias, apresentaram aumento significativo da atividade de
lisozima e atividade do sistema complemento nos peixes alimentados com 4,5 g kg™
MOS na dieta quando comparado aos demais niveis de inclusdo (1,5 g kg* e 3,5 g
kg™) e ao grupo controle (AKRAMI et al., 2012a). Com 10,0 g kg™* MOS na dieta, por
60 dias, Sciaenops ocellatus mostraram valores superiores de atividade de lisozima
em relacdo ao grupo controle (ZHOU; BUENTELLO; GATLIN IlI, 2010).

Estudos mostram a ocorréncia de receptores em mamiferos como colectinas,
Dectina-2 e o ligante-I-CAM-3 néo integrina especifico de células dendriticas (DC-
SIGN), Toll-like receptor 4 (TLR-4), receptor de manose (MR) (WILLMENT; BROWN,
2007) que por meio da ligacdo com a manose presente no MOS, desencadeiam
fatores da resposta imunolégica inata que estimulam, modulam ou auxiliam na

defesa. Mesmo com a auséncia de estudos envolvendo estes receptores de manose



33

em peixes, ha resultados positivos com a utilizacdo deste prebidtico sobre
parametros imunologicos, sugerindo tal acdo. Porém, ndo foi observada influéncia
do MOS sobre os parametros avaliados neste estudo.

Como citado anteriormente, também, ndo é incomum resultados em que
parametros de imunidade inata de peixes ndo tenham sofrido alteracbes apoés
alimentacdo com dieta contendo mananoligossacarideo em outras espécies. Talvez
a dosagem e administracdo do MOS na avaliacdo imunoldgica da tilapia-do-Nilo,
seja intraespecifica, e/ou talvez ocorra em periodos acima de 45 dias de
alimentacdo. Assim como Oreochromis niloticus alimentadas com dieta
suplementada com 2,0 g kg@ de mananoligossacarideo, que apresentaram valores
superiores de atividade de lisozima e complemento, apés dois meses de
alimentacdo (ABU-ELALA; MARZOUK; MOUSTAFA, 2013). No entanto, como sao
poucos os trabalhos publicados encontrados com esta espécie em avaliagdo dos
parametros realizados neste estudo para verificagdo da imunolégica inata, sugerem-
se mais estudos com administracdo de mananoligossacarideo para tilapia-do-Nilo

para maiores interpretacoes.
5.1.2. Hematologia

Os leucécitos sdo componentes sanguineos importantes para a resposta
imune inata e a andlise dessas células € uma referéncia do estado de saude dos
peixes (MISRA et al., 2006).

Neste estudo, com a excecao da quantidade de eosindfilos (apds sete dias de
alimentacdo) e trombdcitos (apés 15 dias), ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) nos parametros da série branca do sangue (Tabelas 5 e 6)
entre 0s niveis de mananoligossacarideo nas dietas, nos diferentes periodos de

alimentacao.
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Tabela 5. Contagem de trombdcitos e leucocitos totais de tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) apos alimentacdo com dietas suplementadas
com mananoligossacarideo (MOS).

Periodo
MOSj Dia 0 7 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias
(9 kg™)
- 0,0 53,1+32,2 56,4+35,5 121,4+66,8* 103,6+85,0 116,6+64,5
. T'EI_ 2,0 39,1+27,4 86,0+67,2 50,1+67,5" 81,5t74,4 130,9+68,6
23 4,0 53,1+15,2 71,0+65,6 75,2+41,7% 99,6+77,7  114,8+76,4
8 % 8,0 80,3+55,7 59,3+37,3 82,1+38,4% 89,5+51,6 148,7+81,0
- e 10,0 64,0+41,4 149,3+83,8 74,8+63,3% 120,6+74,9 124,1+70,8
< 15,0 67,9+42,8 108,1£70,8 113,5+95,2% 100,1£19,9 170,3169,1
- 0,0 197,2+126,4 215,2+74,9 165,8+12,0 201,6+73,3 208,1+99,4
F'|5l_ 2,0 260,0+111,3 201,3+81,3 212,6+90,6 246,1+105,3 218,4+48,2
NQ & 4,0 219,8+63,6 223,0+134,9 208,4+60,3 228,1+80,1 173,2+65,1
@ % 8,0 237,0£35,0 211,1+12,4 183,8+114,8 169,1+82,7 177,4+47,0
S 10,0 209,3+100,7 252,5+99,4 209,2+95,6 244,1+47,9 209,5+70,2
< 15,0 216,7+90,2 228,2+17,6 187,4+87,8 228,7+95,7 195,0+47,2

" TROMB: trombdcitos totais; ° LEUC: leucdcitos totais; © MOS: mananoligossacarideo na dieta; * Médias

seguidas de diferentes letras diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05).
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6. Contagem diferencial de leucécitos de tildpias-do-Nilo (Oreochromis

niloticus) apos alimentacdo com dietas suplementadas com
mananoligossacarideo (MOS).
Periodo

(gl%sf) Dia 0 7 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias

0,0 4,49+3,98 2,58+2,24 2,75+3,95 1,66+1,42  5,97+10,22

“": 2,0 7,78+3,45 3,57+4,11 1,95+1,94 1,23+1,46 2,57+1,65
- § 4,0 4,45+7,42 1,98+1,72 1,85+1,23 3,37+1,80 0,99+1,66
% % 8,0 7,71+7,18 2,49+3,14 1,29+1,00 1,83+1,77 1,76+2,10
S 10,0 3,94+1,98 2,52+2,57 1,26+1,07 1,37+0,91 1,86+3,49
- 15,0 6,61+2,83 2,58+2,65 1,94+0,70 2,32+3,28 3,26+1,57
0,0 204,15+124,87 202,50+73,99 173,95+104,79 188,93+70,87 186,47+93,22
“.': 2,0  234,75%108,02 184,09+77,53 208,83+88,12 222,30+94,87 204,60+43,28
Y z 4,0  207,35£62,21 212,56+125,24 195,38+58,13 213,73%79,29 159,05+62,00
§§ 8,0  210,06+41,86 195,40+16,39 174,81+116,27 156,35+74,28 163,77+47,04
m\a/ 10,0  178,84+80,57 236,41+90,57 198,76294,30 201,23+46,91 189,4659,17
15,0  191,06£93,60 205,93+16,38 202,64+154,59 212,89+88,45 177,65+45,51

0,0 0,00+0,00"" 0,00+0,00 0,06+0,17 0,18+0,51 0,00%0,00

7, 2,0 0,44+0,77° 0,09+0,25 0,00+0,00 0,00+0,00 0,12+0,35
% 2 4,0 1,05+1,08* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
5 % 8,0 0,25+0,58" 0,03+0,08 0,17+0,49 0,00+0,00 0,00+0,00
5 10,0 0,140,28" 0,00+0,00 0,00+0,00 0,19+0,52 0,14+0,39
- 15,0 0,31%0,54 0,00+0,00 0,00+0,00 0,20+0,57 0,00+0,00
0,0 2,30+1,84 6,53+2,98% 8,20+8,66 5,46+2,75 8,15+5,52

*.': 2,0 2,47+2,30 9,96+7,49% 3,50+3,01 15,12+1,31  5,36+4,98
I z 4,0 3,42+2,17 7,8545,58% 4,74+4,13 5,49+4,08  10,01%3,35
Q % 8,0 6,91+3,62 6,65+6,45% 3,41+4,42 6,04+7,40 5,86+4,60
mg/ 10,0 4,97+4,38 7,62+7,49% 4,66+3,26 13,386,26  7,015,12
15,0 6,30+5,07 2,71+6,68" 4,72+4,02 9,51+10,82  7,26%4,49

0,0 5,58+3,62%" 3,40+2,00 3,10+2,26 5,24+4,87 6,35+8,27

7‘: 2,0 14,20+6,24% 6,12+5,73 4,53+2,38 6,44+4,17 5,77+5,57
“’.5 g 4,0 3,77+2,85° 7,32+6,46 6,44+5,60 10,47+4,40  4,10+3,94
v § 8,0  1391+1246%  6,16%6,17 3,16+2,07 4,56+4,02 8,38+6,64
mg/ 100  7,45+2,49a" 4,18+3,35 5,55+3,26 2,08+1,33 3,83+1,61
15,0 6,43+7,77" 7,76+6,73 6,27+4,65 6,64+17,98  3,84%3,13

* MON: monécitos; “ LINF: linfécitos; ° BAS: baséfilos; * EOS: eosinéfilos; > NEUT: neutréfilos; ° MOS:
mananoligossacarideo na dieta;  Médias seguidas de diferentes letras diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0.05).
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O MOS tem como uma de suas agOes, estimular e modular o sistema
imunolégico por meio da ligagdo da manose as células de defesa do animal, fazendo
com que haja liberacdo de diversos mecanismos de resposta imune inata como
opsonizacao e liberacdo de citocinas e proteinas do sistema completo. Outra funcéo
do mananoligossacarideo € eliminar bactérias patogénicas intestinais por meio da
ligacdo com as fimbrias (sitios de manose) tipo | do microrganismo.

Estudos sobre a presenca de receptores de manose em células imunitarias de
peixes ndo sdo encontrados. Portanto, como também ndo pode-se atribuir o
aumento das células de defesa apdés a ligacdo de receptores com a manose
presentes no MOS em peixes, a invariabilidade destas células nos animais
alimentados com dietas contendo o prebidtico, em relacdo ao grupo controle, neste
estudo, pode ser explicada pela auséncia de estimulo de antigenos. Com a
eliminacdo de agentes patogénicos proporcionada pelo prebiotico, provavelmente
ndo houve a ativacdo das células de defesa para focos de infec¢do. Ou também,
gue a acao de estimulacdo das células de defesa, possa ocorrer em outros periodos
e/ou dosagens de administracdo do mananoligossacarideo especificamente para
Oreochromis niloticus.

Em concordancia, apos utilizacdo de dietas contendo 0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e
10,0 g kg* de MOS para juvenis de tilapia, apés 45 dias, ndo foi evidenciado
aumento significativo de leucdcitos entre os diferentes niveis do prebidtico (SADO;
BICUDO; CYRINO, 2008). Também, em experimento realizado com carpa (Cyprinus
carpio), ndo foram encontradas diferencas significativas nos linfocitos e mondcitos,
entre 0s grupos suplementados com MOS e o grupo controle (JAFARI; BABOLI;
ALISHAHI, 2013). Quanto a porcentagem de leucécitos e neutrdfilos, em estudo com
dietas suplementada com MOS para Huso huso, por 46 dias, também, ndo foram
encontrados valores significativos (RAZEGHI-MANSOUR et al., 2012). Em catfish
(Ictalurus punctatus) alimentados com dietas suplementadas com 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0
g kg' de MOS, por sete semanas, ndo diferencas significativas na anélise de
leucocitos totais, granuldcitos e linfécitos (ZHU et al.,, 2012). Diferentemente, no
ultimo estudo supracitado, foram encontrados maiores valores para a quantidade de
mondcitos nos peixes alimentados com a dieta contendo 2,0 g kg™ de MOS em

relacdo ao grupo controle. Juvenis de carpa (Cyprinus Carpio) alimentados com
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dietas contendo mananoligossacarideo (0,0 g kg™, 1,0 g kg™, 2,0 g kg™ e 3,0 g kg™)
ndo apresentaram diferencas significativas no niamero de leucdécitos, mondcitos e
neutroéfilos apds 45 dias de alimentacéo, todavia, com o grupo alimentado com 1,0 g
kg' de MOS na dieta apresentaram maior nimero de linfécitos (AKRAMI et al.,
2012Db). Diferente dos artigos supracitados, com utilizacdo de dietas suplementadas
com MOS (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 g kg™) para alevinos de Labeo rohita, por 60 dias, foi
encontrado aumento significativo na quantidade de leucdcitos totais nos peixes
suplementados com 1,0 g kg™ de MOS em relacdo as demais dietas (ANDREWS et
al., 2009).

Os trombdcitos, nos peixes, participam do processo de coagulacao sanguinea
(CASILLAS; SMITH, 1977) e também auxiliam o sistema imunoldgico, através de
fagocitose (HILL; ROWLEY, 1996). O numero de trombdcitos, apdés 15 dias de
alimentacdo com suplementacdo de MOS, variou significativamente (p<0,05). O
grupo controle apresentou maior valor para esta variavel. Isso infere que os peixes
suplementados com o prebidtico ndo sofreram imunomodulacdo positiva também
para esta célula.

A funcionalidade imunitaria dos eosindfilos € incerta. Em Oreochromis
niloticus, estas células sédo as ultimas a participar de um processo inflamatério e séo
células fagocitarias de particulas de zimosan (SUZUKI, 1986). A quantidade de
eosindfilos, neste estudo, apos sete dias de alimentacdo com o prebidtico, foi
afetada pelos diferentes niveis de suplementacdo. Os peixes alimentados com a
dieta contendo 2,0 g kg' de MOS, apés sete dias, apresentaram valores
significativamente maiores (p<0,05) que os da dieta contendo 15,0 g kg™ de MOS,
mas em relagdo aos demais niveis de suplementagdo, ndo houve diferenca,
inclusive do tratamento controle. Maior porcentagem de eosinofilos foi contatada em
Huso huso alimentados com 2,0 g kg™ de MOS por 46 dias (RAZEGHI-MANSOUR
et al.,, 2012). Diferentemente, a inclusdo de MOS na dieta para juvenis de carpa
(Cyprinus Carpio) (1,0 g kg?, 2,0 g kg? e 3,0 g kg™) ndo alterou o nimero de
eosindfilos, comparada aos peixes alimentados com a dieta controle (AKRAMI et al.,
2012b).

Alteracbes na contagem de trombdcitos e leucocitos podem ser em

decorréncia de estresse, como: maior numero de leucoécitos em tambaquis
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(TAVARES-DIAS et al., 2001) e em hibrido tambacu (MARTINS et al., 2002);
diminuicdo ou estabilidade no valor de trombdcitos de pacu (MARTINS et al., 2000)
e tambacu (MARTINS et al., 2002). E, como os dados obtidos neste estudo para
trombdcitos (apos 15 dias) e eosindfilos (ap6s 7 dias), ndo foram atribuidos aos
tratamentos aplicados, essa diferenca pode ser devido a fatores externos as dietas
como o estresse de captura dos peixes amostrados ou estresse sofrido pela
agressividade em determinado grupo isolado. Pois, a dominancia em grupo social,
pode ocorrer para se ter acesso a alimento, parceiros para acasalamento (o0 que nao
€ 0 caso deste estudo, pois, todos os animais eram machos), abrigo e/ou territério
(RIDLEY, 1995). Essa dominancia é estabelecida por meio de interacdes agressivas
e ocorrentes em diversos grupos de animais (HUNTINGFORD; TURNER, 1987,
RIDLEY, 1995), as quais podem desencadear um estado de desequilibrio fisiologico.

Com relacdo as variaveis hematolégicas de série vermelha, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre o grupo controle e 0s grupos que
receberam o prebidtico apés 15, 30 e 45 dias de alimentagdo, mas apos 7 dias
houve um aumento da hemoglobina (Hb) nos peixes alimentados com a dieta
controle e com dieta suplementada com 4,0 g kg de MOS em comparacdo com
peixes alimentados com 10 g kg™ do prebiético na dieta (Tabela 7). Na andlise de
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), no mesmo periodo,
também houve um aumento significativo no grupo alimentado com dieta com 4,0 g
kg' de MOS diante do grupo alimentado com 10 g kg™* do prebiético na dieta
(Tabelas 8). Também, apos 7 dias de alimentacdo, o indice de hemoglobina
corpuscular média (HCM) apresentou maiores valores nos animais alimentados com
4,0 g kg' de mananoligossacarideo em comparacdo aos grupos de peixes

alimentados com 2,0, 10,0 e 15,0 g kg™.
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Tabela 7. Parametros hematolégicos de série vermelha de tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentadas com dieta suplementada com
mananoligossacarideo (MOS).

Periodo
4
1 ia ias ias ias ias
(SA%S) Dia 0 7 Di 15 Di 30 Di 45 Dij
0,0 29,5+3,42 30,4+3,78 29,0+2,78 37,5+2,55 33,8+1,49
2,0 30,3+1,39 29,0+2,88 28,8+1,83 32,1+3,44 31,9+3,40
o o~ 4,0 32,8+4,41 29,0+3,93 29,6+3,34 31,0+3,07 32,0+3,51
X
T 8,0 30,0+4,72 30,0+3,20 28,9+3,14 32,1+4,09 3,1+3,80
10,0 28,8+2,71 29,0+3,89 28,6+3,70 32,9+4,61 32,8+3,92
15,0 29,9+2,23 30,8+2,62 28,8+1,91 34,6+7,05 33,8+4,40
0,0 8,06+1,75 10,7+1,74° 8,90+2,27 9,73+1,39 9,00+1,54
2,0 7,96+1,78 9,48+1,09% 8,72+2,04 9,54+0,76 8,91+1,42
NQH: 4.0 8,08+1,95 11,18+1,26° 8,23+1,45 8,28+1,25 9,18+1,65
I g 8,0 9,12+2,30 9,90+1,53% 9,21+2,01 9,85+1,59 9,18+1,15
10,0 8,04+2,09 8,42+1,3" 8,24+1,66 8,70+0,87 8,98+1,25
15,0 9,79+2 44 9,80+1,21% 9,52+1,75 8,80+1,03 9,03+1,08
. 0,0 2,24+0,44 2,58+0,21 2,61+0,34 2,66+0,20 2,45+0,17
é 2,0 2,11+0,46 2,71+0,21 2,33+0,32 2,57+0,31 2,44+0,35
D c_"é 4.0 2,48+0,39 2,40+ 0,43 2,47+0,41 2,49+0,32 2,50+0,25
@ % 8,0 2,30+0,32 2,61+0,20 2,24+0,26 2,34+0,36 2,46+0,24
“:c_'; 10,0 2,29+0,31 2,59+0,46 2,43+0,20 2,51+0,31 2,57+0,29
= 15,0 2,54+0,43 2,78+0,63 2,43+0,30 2,54+,28 2,49+0,16

" Ht: hematdcrito; “ Hb: hemoglobina; ° RBC: contagem de eritrdcitos ; ©* MOS: mananoligossacarideo na dieta; °

Médias seguidas de diferentes letras diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Tabela 8. Indices hematimétricos de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentadas com dietas suplementadas com mananoligossacarideo

(MOS).
Periodo
4
(g"l?;l) Dia 0 7 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias

00  1350+1522" 118241525 112,9+17,89 119,6+1070 137,949 48

20  153,6+52,88° 107,7+13,83 124,712,225 1257+10,86 130,0+21,80
Eop 40  132,1+18,24% 122441588 119,8+30,75 126,0+18,20 129,4+20,19
QE 80  132,0+27.96® 1118#611 1294+13,71 141,0+33,63 135841941

100 128,3+2757% 114642229 1184+17,85 131,2+12.87 127.9+1,60

150  119,4+24,46° 117,6+21,94 123.9+14,42 136,2+22.89 138.3+16,58

0.0 36,6+6,46  41,7+588% 354+1242  365:441  36,7+501

2.0 38,0+8,96  3572+515°  37,4+6,83 3764522  358+3,35
s o 4.0 33.0+1146  47,749,03%  34,1+7.47 3324239  36,8+541
ge 8,0 40,149,96  37,9+4.99%°  40,9+5,63  42,9+001  37,4+3.24

10,0 36,6+1442  32,9+436°  342+7,72  350#517  351+4,68

15,0 30241139  36,1+573°  40,0+9,82 3504573  37,1+4,35

0.0 2724323  355+520° 3104911  309+580  26,7+4,75

2.0 26,3562  327+338% 3044678  30,1+4.44 2814412
“’3 o 4,0 255+7,10  38,8+4,15° 2814534  26,9+453 2884438
5 8.0 31,3+11.32  32,14#2,91®  31,8+4,90  31,0#595  27,9+4,02

10,0 28,1+7.66 201+2,90° 3304457 2624529  27.2+4.17

15.0 32,0+8,17  32,84329"  286+502 27,0558  27.6%525

Z 3

* VCM: volume corpuscular médio; © HCM: hemoglobina corpuscular média; > CHCM: concentracdo de

hemoglobina corpuscular média; * MOS: mananoligossacarideo na dieta; ° Médias seguidas de diferentes letras
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05).

Sabe-se que os parametros hematologicos avaliam a sanidade do organismo
em um determinado momento e 0s elementos sanguineos relacionam-se,
quantitativa e proporcionalmente, ao estado funcional do peixe (REBAR et al., 2003;
RANZANI-PAIVA et al., 2013). Apos alimentacéo de juvenis de tilapia-do-Nilo por 45
dias com 0,0 g kg%, 2,0 g kg?, 4,0 g kg™, 6,0 g kg, 8,0 g kg™ e 10,0 g kg™ de MOS
na dieta ndo foram verificadas diferencas significativas nos parametros de série
vermelha avaliados (SADO; BICUDO; CYRINO, 2008). O mesmo ocorreu em
alimentacao de carpas (Cyprinus carpio) com dietas contendo 0,0; 0,5; 1,5; e 2,5 g
kg' do prebiético, por 60 dias (JAFARI; BABOLI; ALISHAHI, 2013) e com
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alimentacdo com MOS para esturjdao Huso huso por 46 dias (RAZEGHI-MANSOUR
et al., 2012).

ApoOs sete dias de alimentacdo com MOS, o hematdcrito, o RBC e o volume
corpuscular médio ndo apresentaram diferencas (p>0,05) em relacdo ao controle.
Neste mesmo periodo, a hemoglobina (Hb), a hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), apesar de
sofrerem variacbes (p<0,05), os valores nao diferiram do tratamento controle.
Contudo, como os valores apresentados pelo grupo controle e tratado com 4,0 g kg™
estdo acima dos descritos na literatura para a espécie (ALKAHEM, 1994; SUN et al.,
1994; UEDA et al., 1997; TAVARES-DIAS; FAUSTINO, 1998; HISANO et al., 2003;
ADEPARUSI; AJAYI, 2000; TAVARES-DIAS et al., 2000; RODRIGUES et al., 2002
citados por TAVARES-DIAS; MORAES, 2004), pode-se considerar um quadro leve
de policitemia (neste caso, refletido na taxa e concentracdo de hemoglobina nos
eritrécitos), provavelmente atribuido a fatores externos as dietas.

Diversos fatores de origens ambientais ou bibtica podem alterar as variaveis
hematoldgicas em peixes. Dentre os fatores ambientais destacam-se: sazonalidade;
temperatura; oxigénio dissolvido e potencial hidrogeniénico (pH). E os fatores
bi6ticos podem ser: sexo e maturacdo gonadal; crescimento; parasitismo e estresse
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

As analises de cortisol e glicemia sdo meios caracteristicos para a verificagdo
de estresse em peixes. Contudo, neste estudo, estes parametros nao foram
analisados. Niveis elevados de cortisol estdo diretamente relacionados a diminuicéo
da resisténcia as doencas desencadeada por um estimulo estressante (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2004). Em peixes estressados, também, em geral, ocorre aumento
na glicemia (hiperglicemia), além de variacdo no perfil hematolégico (TAVARES-
DIAS et al., 2001; URBINATI; CARNEIRO, 2001; CARNEIRO; URBINATI, 2001
citados por TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Assim, alteragbes no perfil
hematoldgico de peixes também podem servir como um meio de detectar estresse
(TORRES et al., 1986; BARTON; IWAMA, 1991; URBINATI; CARNEIRO, 2001;
CARNEIRO; URBINATI, 2001 citado por TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Poucas
sao as alteracdes tanto ambientais ou bidticas, ocorridas aleatoriamente em sistema

de criacdo laboratorial. Porém, acfes estressantes como a captura podem alterar o
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padrdo dos parametros hematologicos de série vermelha como hemoglobina e
indices hematimétricos (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Portanto, como as
variacbes no perfil hematoldgico de série vermelha, contatadas neste estudo, néo
foram em consequéncia das diferentes dietas fornecidas e dos demais fatores
interferentes e ocorreram somente em um periodo isolado, elas podem ser
atribuidas, provavelmente, ao estresse da captura ou, também, estresse apos
submissdo a agressividade de outros peixes ou mesmo, a maior agressividade dos
animais aleatoriamente amostrados.

Ainda, apos sete dias de alimentacdo, os peixes alimentados com a dieta
contendo 10,0 g kg™ de MOS apresentaram valores inferiores de Hb, HCM e CHCM
(p<0,05). Diferentemente dos dados apresentados neste estudo, o uso de probidtico
e prebidtico, para Oreochromis niloticus, apontou valores para RBC e Hb
significativamente maiores em relacéo & dieta basal, na dieta contendo 2,0 g kg™ de
MOS por dois meses (ABU-ELALA; MARZOUK; MOUSTAFA, 2013). Também, em
estudo com juvenis de carpa (Cyprinus Carpio) utilizando dietas contendo diferentes
niveis de MOS (0,0 g kg™, 1,0 g kg™, 2,0 g kg™ e 3,0 g kg™?), foi constatado aumento
significativo, ap6s 45 dias de alimentacdo, do hematdcrito, da quantidade de
eritrécitos e hemoglobina no grupo alimentado com 1,0 g kg™ MOS (AKRAMI et al.,
2012b). Em alimentacdo para alevinos de Labeo rohita por 60 dias com MOS, foi
obtido valores de hemoglobina e niumero de eritrécitos significantemente maiores
nos peixes alimentados com dieta contendo 1,0 g kg™ do prebiético em relacdo aos
alimentados com 2,0 g kg™ e 4,0 g kg™ de MOS (ANDREWS et al., 2009).

5.1.3. Bioquimica Sanguinea

Juntamente com a concentracdo de lisozima e a atividade do sistema
complemento, os parametros bioquimicos “proteinas plasmaticas totais (PPT),
albumina (ALB) e globulinas (GLOB)” s&o considerados parametros com
caracteristicas imunoldégicas.

Os valores de proteinas plasmaticas totais (Tabela 9) variaram

significativamente, entre os grupos alimentados com MOS, apés sete dias de
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alimentacdo, porém, como aconteceu com outros parametros avaliados, esses

valores nao diferiram dos peixes do grupo controle.

Tabela 9. Parametros bioguimicos de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) apoés
alimentacdo com dietas suplementadas com mananoligossacarideo

(MOS).
Periodo
MOS' Dia 0 7 Dias 15 Dias 30 Dias 45 Dias
(gkg))
0,0 3,77+0,43  458+0,61°  323+0,35 324064  3,38+0,18
2,0 3,7740,12  4,27+0,90°  2,87+0,46  3,52+40,58  3,29+0,41
5 4,0 3,67+0,29  4,31+058%  3,02:0,35  3,09+0,58  3,000,54
g5 8,0 3,96¢0,62  4,90+1,61°  3,31+0,39  3,09+0,60  3,05:0,76
10,0 3,9140,50  3,69+0,42° 327035  3,80+1,43  3,28+0,40
15,0 4214055  4,40+0,49%°  3,02+0,32 348048  3,33+0,43
0,0 1,16+0,19 0,80£0,19  1,02¢0,33  0,98+0,40  1,10+0,21
2,0 1,22+0,08 0,68+0,08 0,9240,3 1,26+0,39  0,92+0,32
o 4,0 1,00+0,24 0,85:0,24  1,16+0,62  0,97+0,41  1,0040,33
<3 8,0 1,1740,13 0,86£0,13  0,77:0,11  1,01¢0,28  0,84+0,33
10,0 1,0240,18 0,41#0,18  0,90:0,12  0,86+0,16  0,87+0,21
15,0 1,17+0,22 0,7840,22  0,96:0,22  1,19+0,37  0,93+0,13
0,0 2,61+0,43 3,7840,48  2,2130,40  226+0,58  2,29+0,30
2,0 2,55+0,10 3,49+¢1,08  1,91:0,40  227+0,34  2,37+0,33
30 4,0 2,54+0,23 3,55¢0,60  1,87+0,39  2,12+0,80  2,00+0,48
3o 8,0 2,79+0,74 4,05+1,66  2,54+0,37  2,09¢0,35  2,21+0,66
10,0 2,89+0,53 3,2740,54  2,37+0,47  294+147  2,4040,39
15,0 3,04+0,59 3,64:0,67  2,10:+0,31  229+0,40  2,41+0,34

L PPT: proteinas plasmaticas totais; 2 ALB: albumina; ® GLOB: globulinas; 4 MOS: mananoligossacarideo na

dieta; ° Médias seguidas de diferentes letras diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05).

Além de participarem da manutencdo da pressdo osmotica, tamponamento,
transporte de ions e moléculas, homeostase do animal, as proteinas presentes no
sangue também sofrem influéncia da nutricdo e podem melhorar a resisténcia a
infeccbes (FELDMAN, 2000). Das proteinas encontradas no sangue, além da
albumina, também pode-se encontrar outro grupo de proteinas denominadas
globulinas (a, B, e y globulina) (CHOUDHURY et al., 2005), que agem de maneira

ativa na resposta imune.
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Neste estudo, os parametros bioquimicos PPT, ALB e GLOB nao
apresentaram diferencas (p>0,05) em todos os periodos de avaliacdo e niveis de
suplementacdo de mananoligossacarideo, em relacdo ao grupo alimentado com a
dieta ausente do prebiotico, indicando, assim, que a inclusdo de MOS (nos niveis e
periodos apresentados) na dieta, ndo influenciou efetivamente estes parametros.
Essa invariabilidade nos parametros de proteinas plasmaticas pode indicar auséncia
de perda sanguinea e equilibrio ibnico no sangue, além de ser mantido um bom
aproveitamento nutricional (SOUZA, 2010) nos grupos alimentados até os 45 dias.
Um estudo sobre a inclusdo de probidtico e prebiodtico, em dieta para Oreochromis
niloticus, proporcionou aumento significativo nas PPT e GLOB (B e y) nos peixes
suplementados com 2,0 g kg de MOS por dois meses em relacéo a dieta basal
(ABU-ELALA; MARZOUK; MOUSTAFA, 2013). Porém, ocorreu similaridade com os
resultados deste estudo, os autores citados, n&o constataram diferencas
significativas na analise de albumina quando comparada a dieta basal. Em dietas
contendo diferentes niveis de MOS para rohu (Labeo rohita), por 60 dias, valores
significativamente elevados tanto para proteinas plasméaticas totais, quanto para
albumina e globulina foram constatados nos peixes alimentados com dieta
suplementada com 1,0 g kg™ de mananoligossacarideo (ANDREWS et al., 2009).

Somente os valores de proteinas plasmaticas totais (PPT), apos 7 dia de
alimentacdo, se mostraram de maneira estatisticamente diferente. O grupo
alimentado com 8,0 g kg™ apresentou médias superiores ao grupo alimentado com
10,0 g kg* de mananoligossacarideo. Isso pode estar associado a acdes
estressantes (PANKHURST; DEDUAL, 1994). Porém essa relacdo n&o foi
demonstrada em truta arco-iris (WELLS; PANKHURST, 1999).

A maioria dos parametros avaliados neste experimento, tanto imunoldgicos,
hematoldgicos, quanto bioquimicos, ndo foi influenciada pela suplementacdo com
mananoligossacarideo (p>0,05), nos diferentes periodos de avaliagdo. Porém,
pesquisas com prebibticos, em avaliagdo da hematologia e sistema imunoldgico,
apresentam respostas contraditorias. Os resultados do presente estudo podem ter
ocorrido pelo fato do MOS ter como funcédo principal aumentar o desempenho
produtivo dos animais devido a melhor digestibilidade e absorcdo de nutrientes em

decorréncia da maior integridade da mucosa intestinal (maior renovacao celular do
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epitélio e aumento de células caliciformes) proporcionada pelo prebidtico. Além
disso, o MOS também compromete os receptores de manose da fimbria tipo | de
potenciais patdégenos gram-negativos, como a Escherichia coli e Salmonella
enteritidis, e previne o atague a mucosa intestinal, o que também contribui para
evitar doencas e melhorar a satde do animal.

Diante do crescimento da tilapicultura no Brasil, tendo como consequéncia
maior registro de enfermidades, principalmente de origem bacteriana em sistemas
intensivos de criacdo, atrelada ao uso constante e sem critérios dos mais variados
antimicrobianos disponiveis no mercado, também com a irregularidade de trabalhos
com eficiéncia do uso de mananoligossacarideo associado a imunidade de peixes,
os resultados deste estudo, apesar de ndo mostrarem uma alternativa, sao
importantes para estabelecer e comparar protocolos de imunoestimulacéao,
adequados para maximizar a busca de maior protecdo imunoldgica da espécie.
Evitando, assim, o estabelecimento de doencas na criagcdo, contribuindo para
melhorar o desempenho zootécnico e sobrevivéncia dos peixes, que,
consequentemente, contribuira principalmente para adocdo de boas praticas de
manejo, com escolhas de outras vias, para uma criacdo mais sustentavel e mais

competitiva.

5.2. Desempenho Produtivo e Digestibilidade de Proteina

Os parametros de desempenho produtivo, consumo alimentar total (CAT),
consumo alimentar diario (CAD), converséo alimentar aparente (CAA), consumo de
proteina (CP), taxa de eficiéncia proteica (TEP), taxa de crescimento especifico
(TCE) e a digestibilidade aparente de proteina bruta (CDpg) para tildpia-do-Nilo,
neste experimento, nao foram influenciados (p>0,01) pela suplementacdo de
mananoligossacarideo na dieta. Contudo, resultados importantes foram constatados.
O parametro ganho de peso total (GPT) foi significativamente (p<0,01) superior nos
peixes alimentados com 2,0, 4,0 e 8,0 g kg™ de MOS na dieta (Tabela 10).
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Tabela 10. Parametros de desempenho produtivo e coeficiente de digestibilidade
aparente de proteina bruta de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
ap6s 45 dias alimentacdo com dietas suplementadas com
mananoligossacarideo (MOS).

MOS™ (g kg™

CV.Y

(%) Significancia 0,0 2,0 4,0 8,0 10,0 15,0

GPT! (g) 8,59 * 87,35°® 112,55 130,88* 113,98° 89,55°  92,63"
CAT? (g) 8,76 ns 1.065,78 1.151,05 1.060,25 1.029,85 1.092,80 1.004,80
CAD® (g) 8,98 ns 25,55 24,58 22,88 22,90 24,28 22,33
CAA* 16,86 ns 1,21 0,93 1,04 0,99 1,12 0,86
CP® (g) 8,73 ns 309,72 349,12 322,95 314,93 339,75 314,20
TEP® 15,15 ns 3,28 3,59 3,74 3,18 3,01 2,96
TCE' (%/dia) 1,29 ns 5,29 5,35 5,38 5,30 5,31 4,80
S® (%) 2,50 * 90,15° 93,05 97,38° 93,73 93,75®  93,57°
CDpg’ 3,22 ns 88,37 89,22 89,18 89,07 90,66 86,54

T GPT: ganho de peso total; > CAT: consumo alimentar total; > CAD: consumo alimentar diario; * CAA: conversio
alimentar aparente; 5 CP: consumo de proteina; ® TEP: taxa de eficiéncia proteica; " TCE: taxa de crescimento
especifico; 8 S: sobrevivéncia; ° CDps: coeficiente de digestibilidade aparente de proteina bruta; R GAVE
coeficiente de variacdo; ** MOS: mananoligossacarideo na dieta; * Significancia: * = significativo (p<0,01); ns =

ndo significativo (p>0,01); 13 Médias seguidas de diferentes letras diferem significativamente pelo teste F.

O ganho de peso é considerado um dos principais parametros para avaliar a
produtividade dos animais um uma piscicultura. Os resultados positivos de ganho de
peso total (GPT) dos animais alimentados com dietas contendo 2,0, 4,0 e 8,0 g kg™
de mananoligossacarideo, podem ser respostas ao consumo do prebidtico. O
mananoligossacarideo € conhecido pela capacidade de modificacdo da microbiota
no intestino e reducéo da taxa de renovagdo da mucosa intestinal (SHANE, 2001).
Algumas bactérias patogénicas reconhecem sitios de ligacdo nos agucares presente
no MOS, reduzindo sua colonizac&o no intestino. Assim, além da menor ocorréncia
doencas, a mucosa permanece com sua capacidade preservada, para realizar suas
funcdes normais de secrec¢ao, digestéo e absorcao de nutrientes (1JI; TIVEY, 1998),
0 que pode aumentar o ganho de peso dos animais.

Também pode-se considerar o fato de que polissacarideos ndo-amilaceos e
B-glucanos (presentes na parede celular de levedura) sao polimeros de glicose e os
a-mananos (presente no MOS) se constituem de glicose e manose. Isso pode elevar

a viscosidade e diminuir a velocidade do alimento em transito gastrico e proporcionar
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um consumo mais lento (SILVA; NORNBERG, 2003), o que consequentemente,
pode melhorar o aproveitamento nutricional e o ganho de peso.

Mesmo com resultados expressivos encontrados na literatura, trabalhos
mostram discordancia quanto a acéo de niveis MOS em parametros de crescimento
para diferentes espécies. A alimentacdo de carpa (Cyprinus carpio) com dietas
contendo 1,0 g kg™, 2,0 g kg™ e 3,0 g kg™ de mananoligossacarideo, por 45 dias,
nao proporcionou melhores resultados de taxa de crescimento especifico, conversao
alimentar, consumo diario de racdo e taxa de eficiéncia protéica (AKRAMI et al.,
2012b). Assim como no ganho de peso dos animais. Também, com a utilizagdo de
0,0 g kgt; 1,0 g kg™ 2,0 g kg e 3,0 g kg* de MOS na dieta para juvenis de tilapia-
do-Nilo, durante 53 dias, néo foi observado efeito (p>0,05) sobre o ganho de peso e
consumo alimentar, mas a utilizacdo de 10,0 g kg™ resultou em melhores valores
(p<0,05) de conversao alimentar e taxa de eficiéncia protéica de juvenis de tilapia-
do-Nilo, comparados aos grupos alimentados com dietas suplementadas com 30,0 g
kg' e 0,0, g kg* de mananoligossacarideo, respectivamente (SCHWARZ et al.,
2010). Também, a dieta contendo 10,0 g kg™ de MOS, por 60 dias, para L. rohita
proporcionou melhores resultados de ganho de peso comparados aos grupos
alimentados com as dietas isenta do imunoestimulante e as contendo 20,0 g kg™ e
30,0 g kg* (ANDREWS et al., 2009). No mesmo trabalho, 10,0 g kg™ de MOS na
dieta apresentou valores superiores (p<0,05) de ganho de peso a outros niveis de
imunoestimulantes (extrato de levedura - 20,0 g kg* e 40,0 g kg™; proteina
hidrolisada e chlorella & 10,0 g kg™, 20,0 g kg™ e 40,0 g kg™) e foram verificados
maiores valores (p<0,05) de converséo alimentar e taxa de crescimento especificos
em peixes alimentados com a dieta contendo 10,0 g kg’ do prebiético. Ainda,
valores superiormente significantes perante a dieta controle foram descritos em O.
niloticus alimentadas por dois meses com dieta contendo 2,0 g kg™ de MOS, sobre
0s parametros peso final, ganho de peso, taxa de crescimento especifico, taxa de
eficiéncia protéica e conversdo alimentar (ABU-ELALA; MARZOUK; MOUSTAFA,
2013).

A mortalidade registrada no presente estudo foi relativamente baixa (de 2,47 a
9,85 %) e estatisticamente diferente. Os grupos alimentados com 4,0 e 15,0 g kg™

de MOS na dieta apresentaram maior porcentagem de sobrevivéncia, 97,38% e
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93,57%, respectivamente. Ainda, pode-se considerar registro de maior mortalidade
no grupo alimentado com dieta ausente de mananoligossacarideo (9,85%).

As condicbes ambientais de cultivo dos animais, principalmente em peixes,
podem afetar diretamente 0 crescimento e sobrevivéncia dos mesmos. A
porcentagem de sobrevivéncia é considerada uma variavel importante, pelo fato de
gue um experimento laboratorial mantém condi¢cdes consideradas ideais de
crescimento e sobrevivéncia dos animais. E, uma diferenca na mortalidade
registrada, muito provavelmente, sera atribuida ao tratamento aplicado. Os
resultados de sobrevivéncia obtidos neste estudo, apds 45 dias de alimentacdo, sédo
considerados como satisfatorios. Na pratica, em um ambiente comercial de cultivo,
uma melhora na sobrevivéncia dos peixes, como a registrada neste estudo, pode
refletir em maior produtividade.

Os resultados relevantes sobre a sobrevivéncia neste estudo, podem estar
associados a alteracdo bacteriana ocasionada pelo MOS. Assim como outros
oligossacarideos, ele reduz o crescimento de bactérias no intestino por meio dos
acidos graxos no local, diminuindo assim o pH (CHOI; NAMKUNG; PAIK, 1994;
JUSKIEWICZ; ZDUNCZYK; JANKOWSKI, 2004). Essa diminuicdo nos valores de
pH reduz a colonizacdo intestinal de bactérias patogénicas, pois, patdgenos
oportunistas como E. coli e salmonelas, crescem em pH neutro, enquanto o pH
baixo pode favorecer o crescimento de bactérias benéficas como lactobacilos
(MATHEW et al., 1998). Isso pode refletir em um quadro mais saudavel e em maior
sobrevivéncia dos animais.

Comparadas aos resultados descritos neste estudo, na alimentacdo de carpa
(Cyprinus carpio) com dietas contendo 1,0 g kg™, 2,0 g kg™ e 3,0 g kg™ de MOS, por
45 dias, mesmo que nao influenciada significativamente, foram evidenciadas médias
de mortalidade relativamente altas durante o periodo experimental (controle 36,70%;
1,0 g kgt — 30,00%; 2,0 g kgt —33,40%; 3,0 g kg* — 31,70%) (AKRAMI et al.,
2012b). Com a alimentacdo de dietas com 0,0, 10,0, 20,0 e 30,0 g kg™ de
mananoligossacarideo para juvenis de tilapia-do-Nilo, por 53 dias, ndo foi relatado
mortalidade durante o periodo experimental (SCHWARZ et al., 2010).

No presente estudo como fonte proteica na racdo foram utilizados farelo de

soja e farinha de peixe, dois produtos frequentemente usados na alimentagdo para
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peixes. O farelo de soja € de facil obtencdo, altamente disponivel no mercado
nacional, e considerado um alimento de valor nutritivo elevado, como a principal
fonte de proteina de origem vegetal (KAUSHIK et al., 1995; EL- SAYED, 1998). Além
de ser muito bem aceita e utilizada em aquicultura, a farinha de peixe, é
caracterizada como um alimento de alto valor proteico, uma boa fonte de acidos
graxos (EL-SAYED, 1999), de minerais e vitaminas essenciais e energia digestivel
(TACON, 1993).

Alimentos proteicos utilizados em racfes sdo considerados como a maior na
parte dos custos das mesmas quando em piscicultura intensiva e semi-intensiva
(BOSCOLO et al., 2001), por isso € importante saber, em determinadas condi¢des,
juntamente com outros ingredientes, como estes componentes tdo importantes séo
assimilados por determinada espécie.

Somente a composi¢cdo quimica ndo determina o valor nutricional de um
alimento, aliada a isto, esta a capacidade de absorcéo e utilizacdo dos nutrientes e
energia pelo peixe (NRC, 1993). Neste estudo determinaram-se os coeficientes de
digestibilidade aparente de proteina bruta (CDpg) de tilapias alimentadas com dietas
adicionadas de diferentes niveis de MOS. Contudo, ndo foram observadas
diferencas (p<0,01) entre os tratamentos com o mananoligossacarideo, inclusive
perante a dieta controle.

O mananoligossacarideo é um conhecido ingrediente e considerado
importante em utilizacdo nas ragfes, pois, pode aderir-se as bactérias patogénicas
eliminando-as do trato digestério, melhorando a integridade das vilosidades
intestinais, favorecendo a multiplicacdo de bactérias benéficas, aumentando assim,
a assimilacédo de nutrientes e consequentemente a saude e desempenho do animal.
Porém, sdo muito poucos os estudos sobre a digestibilidade de proteina em peixes
alimentados com mananoligossacarideo.

Sabe-se que polissacarideos ndo-amilaceos sdo os principais componentes
da parede celular de levedura (BACH KNUDSEN, 2001), entretanto, a capacidade
de aproveitamento destes pela espécie Oreochromis niloticus, € considerada
ineficiente, podendo os mesmos, ainda, inibir a acdo da digestibilidade (BOSCOLO;
HAYASHI; MEURER, 2002). Paredes celulares de leveduras espessas que originam
0 mananoligossacarideo (até 30% da massa seca total) resultam na resisténcia a
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degradacdo enzimética no trato gastrintestinal e consequentemente ineficiéncia na
assimilacao das dietas (SCHWARZ et al., 2010). 34,7% de massa seca resultam em
baixa digestibilidade da parede celular da levedura em juvenis de tilapia-do-Nilo
(HISANO et al., 2008).

Pode-se considerar, também, que o peso e comprimento dos peixes podem
influenciar na digestibilidade dos nutrientes. Assim, esse efeito sobre a
digestibilidade de proteina, possa néo ter sido verificado devido a padronizacdo do
tamanho inicial dos peixes e também, no tamanho atingido até periodo estabelecido
de fornecimento das dietas (127,3+4,79 g e 18,7+0,27 cm no inicio e 228,46+15,87 g
e 22,4+0,8 cm ao final de 45 dias de alimentacédo). Trutas (Oncorhychus mykiss) em
estagios de crescimento, alimentadas com uma racdo padrdo tiveram valores
variados de coeficiente de digestibilidade aparente de proteina entre grupos de
pesos corporais (INABA et al., 1962). Em Leptobarbus hoevenii com grupos medindo
de 5,0 a 8,0 cm e de 20,0 a 26,0 cm foram constatados maiores coeficientes de
digestibilidade aparente em peixes com maiores comprimentos (LAW, 1984). Ainda,
tilapias-do-Nilo (25,0; 250,0 e 500,0 g) apresentaram maior aproveitamento dos
nutrientes de alimentos de origem vegetal em peixes maiores, enquanto 0os menores
aproveitaram melhor os nutrientes de alimentos de origem animal e inorganica
(QUINTERO-PINTO, 2008).

Como em concordancia com os resultados do presente estudo, a utilizacédo de
1,0 g kg, 2,0 g kg™t e 3,0 g kg™ de MOS na dieta para juvenis de tilapia-do-Nilo ndo
proporcionou melhora na digestibilidade de proteina bruta nos peixes alimentados
com estes niveis de MOS e entre a dieta sem o prebiotico (SCHWARZ et al., 2010).
Portanto, como ha resultados importantes de desempenho produtivo registrados,
sugerem-se mais estudos sobre a influéncia da digestibilidade proteica em peixes

alimentados com este prebidtico.
5.3.Resisténcia a Bactéria
Experimentos utilizando desafios bacterianos sdo uma boa alternativa para

avaliar a saude do animal e documentar dados referentes a reacdo de agentes

promotores de estresse ou doencas (KIRON, 2012). Em relagdo a uma infeccéo,
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além das variaveis ambientais e hereditariedade, o estado nutricional pode ser
responsavel por modular uma resposta no peixe, sendo a verificagdo da
sobrevivéncia ou condicdo apds a exposicdo a um patégeno uma forma de creditar
uma melhora no estado sistema imunologico do animal (KIRON, 2012).

A utilizacdo de prebidticos deve levar em consideragdo o tempo de
administracao, forma e niveis de inclusao para cada espécie e sua eficiéncia pode
ser influenciada pelo tipo de agente patogénico presente no ambiente (SAKAI,
1999).

A taxa de mortalidade, neste estudo, apés o desafio bacteriano por co-
habitacdo com a bactéria Lactococcus garvieae (Figura 8), ndo foi diferente (p>0,05)

entre 0s varios niveis de suplementacdo com MOS em cada periodo de avaliacao.

100.00 -
90.00 -
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3
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2 50.00 - g kg
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Figura 8. Mortalidade de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) apos alimentacao
com mananoligossacarideo (MOS) em distintos periodos e submissdo a
desafios com Lactococcus garvieae.

Em robalo europeu (Dicentrarchus labrax), a suplementacéo da dieta com 4,0
g kg' de MOS, durante 67 dias, seguida de infeccdo experimental com Vibrio
alginolyticus proporcionou melhor crescimento dos peixes e melhora do sistema

imune, com aumento da resisténcia a infeccdo bacteriana (TORRECILLAS et al.,
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2007). Ainda para a mesma espécie, outro experimento aplicado por oito semanas
com 4,0 g kg* de MOS na dieta e posterior submisséo ao desafio bacteriano com
Vibrio anguillarum, foi constatado menor taxa mortalidade (12,5 %) nos peixes
alimentados com dieta suplementada em relacdo ao grupo controle (66, 6%)
(TORRECILLAS et al., 2012). Neste estudo, ndo foi possivel estabelecer um nivel
gue proporcionasse menor taxa de mortalidade. Em tilapias (Oreochromis niloticus)
alimentadas com dieta suplementada com MOS e desafiadas intracelomaticamente
com Aeromonas hydrophila e Pseudomonas fluorescens, e por imersao com
Flavobacterium columnare, foi observada maior mortalidade nos peixes do grupo
controle (70%, 60% e 80%, respectivamente) (ABU-ELALA; MARZOUK;
MOUSTAFA, 2013).

A irregularidade apresentada na mortalidade entre os tratamentos deste
estudo, por ser explicada pelo fato de que o mananoligossacarideo tem sua funcao
comprovada na adesdo com bactérias gram-negativas que possuem fimbrias do tipo
I. Como L. garvieae € classificada como uma bactéria gram-positiva, esse efeito
direto possa nao ter ocorrido. Também como comprovado neste mesmo trabalho,
parte do sistema imunolégico inato dos peixes, nao foi estimulado de forma diferente
apos alimentacdo com dietas suplementadas do prebiético, ficando sua atuacao
contra o patdgeno, teoricamente, menos eficiente e ndo afetada pelos tratamentos.

Lactococcus garvieae é um agente patogénico emergente, causador de
inflamacédo dos tetos em ruminantes e septicemia em peixes. Evans, Klesius e
Shoemaker (2009), pela primeira vez, encontraram evidéncias da presenca de L.
garvieae em tilapia (Oreochromis niloticus) no Brasil. Com a expansdo da
piscicultura no pais, principalmente da criacdo de tilapia (Oreochromis niloticus), é
imprescindivel pesquisas que avaliem o impacto de bactérias emergentes na
producao.

Atualmente, ndo séo encontrados trabalhos explorando a acdo de L. garvieae
em Oreochromis niloticus no territorio brasileiro.

No presente estudo, mesmo sem apresentar qualquer diferenca entre o0s
tratamentos utilizando mananoligossacarideo, varios peixes desafiados (nao-
inoculados), apresentaram mortalidade (com média de até 45%) e sinais clinicos

caracteristicos da bactéria Lactococcus garvieae, como hemorragias (Figura 9),
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anorexia, letargia, exoftalmia uni ou bilateral e/ou natagéo erratica (VENDRELL et
al., 2006), como também, confirmacdo da presenca do agente patogénico na
amostras de rim e cérebro avaliadas, podendo assim, se destacar, além da caréncia
de trabalhos no pais, o possivel potencial infeccioso, e a importancia de que haja

mais estudos utilizando L. garvieae em tilapia-do-Nilo.

Figura 9. Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) apds desafio por co-habitacdo
apresentando lesGes hemorragicas (setas) caracteristicas da bactéria
Lactococcus garvieae. Barra correspondente a 5,0 cm.

Para fins de comparacgdo sobre a potencialidade da viruléncia de L. garvieae,
neste estudo, em todos os periodos em que ocorreram os desafios por co-habitagéo,
independentemente do grupo, ja no primeiro dia apds a inoculagdo, peixes nao
inoculados apresentaram, ndo somente sinais clinicos, mas também mortalidade.
Estudos de inoculacdo intracelomética realizados com savelhas japonesas (Seriola
guinqueradiata), mostraram que o periodo de manifestacdo da viruléncia e sinais
clinicos da bactéria sé@o curtos, de 2 a 3 dias apdés a inoculacdo (ITAMI et al., 1996).
Em estudo para truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), a inoculacédo intracelomatica
de Lactococcus garvieae fez com que houvesse o aparecimento de sintomas e
mortalidade apés 3 dias (MUZQUIZ et al., 1999). Em inoculac&o intramuscular em
tainha (Mugil cephalus) foi verificado aparecimento de sinais clinicos e mortalidade
de 100%, 2 dias apods a inoculacdo (CHEN et al.,, 2002). Surtos de Lactococcus
garvieae afetando o cultivo de truta arco-iris sdo relatados na Africa do Sul, Jap&o,
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Australia, Inglaterra, Taiwan, entre outros paises, podendo ocasionar prejuizos com
perdas de 50 a 80 % da producao (GHITTINO; PREARO, 1992).

Foi mantido, em todos os desafios realizados, neste estudo, um periodo de
observacdo de 15 dias, para determinacdo da mortalidade. Porém, peixes podem
ndo adoecer e morrerem quando submetidos a desafio por um agente estressor.
Normalmente, adaptam-se ao agente estressor por um periodo indeterminado
(BARTON; IWAMA, 1991). Peixes hospedeiros que ndo desenvolvem a doenca
podem ajudar em sua disseminacdo (WANG et al., 2007). Em humanos, sao
descritos muito casos de infeccbes nos quais L. garvieae € o agente causador de
endocardite (FURUTAN et al.,, 1991; LI et al., 2008), osteomielite (JAMES;
HARDMAN; PATTERSON, 2000), abscesso hepatico (MOFREDJ et al., 2000),
septicemia e peritonite, sendo que peixes contaminados podem ser 0s vetores
(WANG et al., 2007). O que também concretiza a grande importancia da realizacdo
de estudos sobre acdo desta bactéria em peixes. E, também, apesar de
aparentemente, ndo influenciada pelos tratamentos com o prebidtico, L. gravieae
merece maior atencdo zootécnica na infeccdo e mortalidade de Oreochromis

niloticus.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, nas condi¢cdes apresentadas, ndo foi observada influéncia da
suplementacdo com diferentes niveis de mananoligossacarideo, perante a dieta
isenta do prebidtico, tanto nos parametros imunoldgicos, hematoldgicos, bioquimicos
e na digestibilidade de proteina bruta, quanto na sobrevivéncia de tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) apos desafio com a bactéria Lactococcus garvieae.

A suplementacéo de 2,0, 4,0 e 8,0 g kg de MOS na dieta melhora ganho de

peso da tilapia-do-Nilo.
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