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Resumo

O estresse ainda ¢ um desafio na aquicultura mundial, ndo apenas pela diminui¢cdo da
produtividade, mas, principalmente, por possibilitar o aparecimento de enfermidades
devido a seus efeitos nocivos sobre o sistema imune, tanto inato quanto adaptativo. Na
tentativa de evitar este problema, os aquicultores lancam mé&o de massivas quantidades
de antimicrobianos, como medida terapéutica ou em doses diferentes das recomendadas,
intentando a profilaxia de bacterioses oportunistas. O aparecimento de cepas bacterianas
resistentes a uma ou mais drogas, incluindo a oxitetraciclina, ja se tornou a maior
ameaca a saude publica da atualidade, e a Organizacdo Mundial de Salde, ja a algum
tempo, tenta regulamentar o uso ndo terapéutico destas substancias. Tentando avaliar a
possibilidade de substituicdo de agentes antimicrobianos na alimentacdo de peixes por
substancias mais seguras, 0s presentes experimentos tiveram como objetivo comparar 0s
efeitos da inclusdo de B-glucano e mananoligossacarideo (MOS) com a inclusdo de
oxitetraciclina (Oxi) na alimentacdo de juvenis de tilapias do Nilo. No primeiro
experimento, comparando a inclusdo de Oxi com a de B-glucano para tilapias em
tanques rede, o Gltimo mostrou resultados de sobrevivéncia iguais ao do antimicrobiano,
além de melhor ganho de peso. Ja no segundo experimento, comparando a inclusdo de
B-glucano, MOS e Oxi, os derivados de levedura ndo se mostraram diferentes do grupo
controle, nem em relagdo as analises imunoldgicas, nem em relagdo as taxas de

sobrevivéncia.



Abstract

The stress is a challenge in the world aquaculture, not only by the productivity decrease,
but, mainly, by promoting the diseases outbreaks, due to its bad effects on the immune
system, either innate or adaptative. Attempting to avoid these problems, the farmers use
massive antibiotic quantities, as treatment or in different levels, aiming the prophylaxis
to opportunists diseases. The emergence of bacterial strains resistant to drugs, including
to oxytetracycline, had become the greatest menace to public health, and the World
Health Organization, at already sometime, tries to regulate the non-therapeutic uses of
these substances. Attempting to evaluate the possibility of the antibiotic substitution by
safer substances, the present assays compared the effects of B-glucan and mannan
oligosaccharide inclusion (MOS) with the oxytetracycline (Oxi) inclusion in juvenile
Nile tilapia diets. In the first assay, comparing the inclusion of Oxi with the B-glucan in
the diets of Nile tilapia reared in net cages, the immunestimulant showed survival
results similar with the antibiotic, moreover better weight gain. In the second assay,
comparing the inclusion of Oxi, B-glucan and MOS, the yeast derived showed no
differences from the control group in relation with the immune analysis and survival

rates.



1. INTRODUCAO GERAL

O estresse ainda ¢ um desafio na aquicultura mundial, principalmente pela
diminuicdo da produtividade causada, entre outros fatores, pelo aparecimento de
enfermidades e seus efeitos nocivos sobre o sistema imune, tanto inato quanto
adaptativo (Wendelaar Bonga, 1997). Na tentativa de evitar este problema, os
aquicultores lancam méo de massivas quantidades de antimicrobianos, como medida
terapéutica, ou em doses diferentes das recomendadas, buscando a profilaxia de
bacterioses oportunistas. Porém, os resultados ndo sdo promissores, pois peixes com o
sistema imune suprimido e/ou estressados comem quantidades de alimento bem
menores que a recomendavel, diminuindo a eficiéncia de tais drogas e aumentando
demasiadamente 0s custos de producéo.

Tao ruim quanto a queda na lucratividade é o fluxo de antimicrobianos e seus
metabolitos no ambiente, seja via excrecdo ou por contato direto com o alimento e com
a agua. O aparecimento de cepas bacterianas resistentes a uma ou mais drogas,
incluindo a oxitetraciclina ja se tornou uma grave ameaca a saude publica (Levy &
Marshal, 2004), e a Organizacdo Mundial de Saude, ja ha algum tempo, tenta extinguir
0 Uso nao terapéutico destas substancias (WHO, 2001).

A oxitetraciclina, pertencente ao grupo das tetraciclinas, é um agente
antimicrobiano de terceira geracdo (amplo espectro de acdo), amplamente utilizado em
diversas criag6es animais, inclusive na piscicultura, para o tratamento de enfermidades
causadas por bactérias gram positivas, gram negativas e outros microrganismos como
Mycoplasma, Chlamydia e Rickettsia. Sdo antibidticos bacteriostaticos cujo mecanismo
de acdo consiste na inibicdo da sintese das proteinas bacterianas por fixar-se na

subunidade ribossémica 30 S (Mediavilla et al., 2008).



N&o existem dados publicados sobre as dosagens empregadas na incluséo
dietaria desta droga na aquicultura brasileira ou em outros paises em desenvolvimento,
porém sabemos que a utilizagdo do antimicrobiano ocorre de forma indiscriminada e €
amplamente utilizada na piscicultura brasileira, mesmo em espécies ndo recomendadas
pelos fabricantes (vide bula de Tm700®, Phibro). Mesmo ndo havendo dados
publicados, sabemos que a dosagem em que este medicamento é introduzido nas dietas
comerciais s30 bem maiores que as recomendadas por Noga (2010), de 55 a 100 mg.kg™
de peso vivo e pelo Comité Veterinario Europeu para Produtos Medicinais (CVMP),
que é de 10 em 0,003 mg.kg™* (EMEA, 1995).

A alimentacdo de peixes com ragOes acrescidas de [B-glucano ou
mananoligossacarideo, substancias capazes de aumentar a resisténcia frente a patdgenos
e a situacOes estressantes, vem se tornando uma alternativa promissora frente ao uso de
agentes antimicrobianos. O B-glucano, de modo geral, tem como via de acdo a
modulacdo da resposta imune inata (Sahoo e Mukherjee, 2001; Couso et al., 2003;
Whittington et al., 2005; Misra et al., 2006a; Gopalakanan e Arul, 2009; Ai et al. 2007;
Khuntu et al, 2009; Li et al., 2009). J4 0 MOS, alem de ser capaz de influenciar este tipo
de resposta imune (He et al., 2003; Staykov, 2007; Torrecillas et al., 2007; Rodriguez-
Estrada et al., 2008; Samrongpan et al., 2008; Andrews et al., 2009), tem a capacidade
de modular a microbiota intestinal, com o favorecimento de bactérias benéficas, como o
Lactobacillus e o Bifidubacterium (Dimitroglou et al., 2009; Torrecillas et al., 2011).
Vaérios estudos vém demostrando a eficiéncia deste tipo de aditivo alimentar, porém, os
resultados variam muito de acordo com a espécie, clima e ambiente de criacgéo.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo comparar a inclusao
dietética do p-glucano e do mananoligossacarideo (MOS) com uma racdo medicada

(oxitetraciclina) sobre as respostas hematoldgica e imunologica, bem como sobre o



desempenho produtivo de tilapia-do-nilo criada em tanque-rede e em condicdes de

laboratorio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

a. Peixes e 0 ambiente de criagdo

Talvez um dos maiores passos dados pela humanidade ocorreu a cerca de dez mil anos
atras, com o desenvolvimento da agricultura. Ainda que mais recente, a piscicultura,
provavelmente, surgiu com o seguimento da mesma ideia: driblar a necessidade de
deslocar-se por grandes distancias e as dificuldades (competicdo intra e interespecifica,
etc.) para conseguir alimento. Apesar de desnecessario falar sobre os avangos que
remontam a atividade de criar peixes desde seu inicio, a quase tanto tempo quanto a
agricultura, pode-se, porém, observar que as dificuldades foram e continuam sendo as
mesmas: aumentar a producdo e a produtividade sem aumentar muito o esforco
empregado na criacdo (nos dias atuais pode-se entender esforco como investimentos,
infraestrutura ou insumos).

Alguns peixes de aguas continentais ocupam lugar de destaque na piscicultura
mundial, como a carpa, o bagre do canal e a tilapias-do-nilo. Esta ultima, foco do
presente trabalho, foi trazida ao Brasil na década de 70 pelo Departamento Nacional de
Obras Contra a Seca (DENOCS), e hoje ¢é a espécie que apresenta a maior parcela nos
indices de peixes produzidos em territorio nacional.

Pertencente a familia Cichlidae, o grupo das tilapias compreende diversas
espécies, todas de origem africana. Segundo Popma & Lovshin (1995), as tilapias de
importancia comercial sdo divididas em trés grupos, de acordo, basicamente, com seu
comportamento reprodutivo: Tildpia spp., que incubam seus ovos em substratos;
Oreochromis spp., as quais incubam os ovos na boca da fémea; e Sarotherodon spp.,

que o fazem na boca dos machos ou de ambos.



A tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) se destaca por caracteristicas
zootécnicas interessantes, como crescimento rapido e facil adaptagdo ao ambiente de
criacdo (Galli & Torloni, 1986). Dentro de seu limite de resisténcia, suportam bem
condi¢bes de baixa qualidade de &gua, baixas concentragdes de oxigénio, grandes
variacOes de pH, altos valores de salinidade e apresentam uma certa resisténcia a
diversas enfermidades (Zaniboni Filho, 2004), o que a torna uma das espécies mais
indicadas para a criacdo intensiva. Ainda, a espécie apresenta requisitos tipicos
preferidos pelo mercado consumidor, como carne branca de textura firme, sabor
delicado, de facil filetagem, auséncia de espinhas em Y (Jory et al., 2000).

As tilapias possuem uma hierarquia baseada em confrontos entre os individuos,
onde os maiores dominam os menores. O estresse social e fisico do estabelecimento e
manutencdo desta hierarquia causa dano tanto ao dominante quanto ao submisso, sendo
maior neste (FERNANDES, 1997), diminuindo a capacidade de adaptacéo, levando a
uma imunossupressao e até mesmo a morte (BARTON & IWAMA, 1991).

Portanto, uma caracteristica na criacéo da tilapia-do-nilo no Brasil, que ndo pode
ser deixada de lado, é o fato desta ser realizada com exclusiva utilizacdo de animais
machos (geralmente revertidos pelo processo de alimentacdo das larvas com dieta
contendo 17 a-metil-testosterona).

Binuramesh et al. (2006), trabalhando com Oreochromis mossambicus (Peters),
compararam a secrecdo de cortisol e caracteristicas imunoldgicas (inatas e adaptativas)
em trés grupos de peixes, um contendo apenas machos, um apenas fémeas e o ultimo
contendo um numero igual de machos e fémeas. Os resultados encontrados foram
valores mais altos de cortisol e prejuizos na defesa imunoldgica nos grupos monossexo
em comparacgdo ao terceiro grupo. Considerando o aumento de individuos por metro

cubico de agua de criacdo, inerente a maioria dos processos que visam maior



produtividade (com isso maior disputa por comida e maior quantidade de excretas e
matéria organica), somado aos manejos convencionais de uma piscicultura (transporte,
biometria, formacdo de novos grupos de acordo com 0 peso, etc.), pode-se considerar a
criacdo da tildpia monossexo em tanques-rede como potencialmente estressante.

Segundo Barton (1997), “estresse é a resposta celular ou organica para qualquer
demanda imposta sobre um ser vivo, causando uma extensdo de seu estado fisiologico
para além do estado normal de repouso”. Varios pesquisadores propuseram outras
definicbes para o termo, porém todas se referem a ideia de desconforto, dificuldade ou
disturbio.

O sistema nervoso central, ao detectar um agente estressante, aciona, como
forma de alarme, neurdnios que estimulam as células cromafins, presentes no rim
cefalico, a produzir os hormonios catecolaminas (adrenalina e noradrenalina). Seguindo
a ativacao deste eixo, o eixo hipotalamo-hipofise-interrenal é ativado, resultando na
producdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH) pela hipofise e de

corticosteroides pelas células do
tecido interrenal, numa cascata
de estimulos. A secrecdo destes
dois grupos de horménios leva a
alteracOes secundarias de ordem
metabdlica, ibnica,
hematoldgica e imunoldgica. A
manutencdo da exposicdo dos
peixes a agentes estressores por
tempo longo (exposicao crénica)
leva o0 organismo a uma fase de

Figura 1: Eixo Hipotalamo — Hipofise — Interrenal em
peixes, adaptado de Mazeaud et al. (1977).



exaustdo e incapacidade adaptativa, com prejuizos no crescimento, reproducao e maior

susceptibilidade a doencas (Figura 1) (Bonga, 1997).

O cortisol, por meio da circulacdo sanguinea, atinge importantes 6rgdos do
sistema de defesa, como o figado, baco e o rim, diminuindo a linfopoiese (Ellis, 1981).
Agindo diretamente nos linfocitos, este hormonio alterou o nimero e a afinidade dos
receptores especificos na membrana citoplasmatica em Cyprinus carpio (Weyts et al.,
1998), além de inibir a producdo de interleucinas, substancias que estimulam a
proliferacdo de subpopulacdes de linfocitos T e recrutamento de linfocitos B, sendo
estes Ultimos responsaveis pela producdo de anticorpos, e pela possibilidade de se
tornarem células de memdria contra possiveis infecgdes futuras (Wedemeyer, 1996).
Além disso, ja foram encontrados valores de atividade de lisozima e producdo de
espécies reativas de nitrogénio inversamente proporcionais aos niveis de cortisol, assim
como aumento da taxa de mortalidade ap6s um desafio bacteriano (Binuramesh et al.,
2006).

Por que é tdo importante conhecer a acao do estresse em peixes? Sob o ponto de
vista evolutivo, tanto os patdgenos quanto seus respectivos hospedeiros evoluiram
juntos durante centenas de milhGes de anos (bem mais tempo no caso de certas espécies
de peixes), surgindo assim um “equilibrio” entre eles. A esta corrida evolutiva em que
tanto parasito quanto hospedeiro evoluem apenas para manter o status de homeostase €
dado o nome de "Hipotese da Rainha Vermelha" (Van Valen, 1973)*. Quando entra em
situacdo de estresse, como ja dito previamente, o equilibrio entdo é quebrado, e os
organismos que viviam, de certo modo, sem promoverem enfermidades em seus
hospedeiros agora se deparam com as barreiras imunoldgicas reduzidas. Assim, surgem
as enfermidades oportunistas, causadas por parasitos e bactérias que dizimam lotes de

peixes aguda ou prolongadamente estressados, seja por transporte, classificacdo,



mudancas de temperatura e pluviosidade, ma qualidade de &gua, mal estado nutricional

dentre outras (Lively et al., 1990).

*Nas décadas de 60 e 70, Leigh Van Valen, tentando explicar alguns fenémenos evolutivos, criou o termo
"Hip6tese da Rainha Vermelha", fazendo alusdo ao livro de Lewis Carroll, "Alice no Pais das
Maravilhas". No conto, as personagens Alice e a Rainha VVermelha disputam uma corrida, mas ambas ndo
saem do lugar. Com a mesma idéia, a comunidade cientifica adotou a hip6tese para explicar a teoria da
co-evolugdo de hospedeiros e parasitos, onde, mesmo apresentando diferengas genotipicas entre pais e
descendentes, ndo havia eliminagdo do organismo competidor. Uma corrida que ambos os competidores
ndo saem do lugar.
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b. Oxitetraciclina
A utilizacdo de antimicrobianos na alimentacdo animal vem causando grande
preocupacdo nas comunidades internacionais, principalmente no mercado europeu. O
aparecimento de cepas bacterianas resistentes a um ou mais principios ativos sdo uma
ameaca ndo apenas aos animais de criagdo, mas também a satde humana.

A oxitetraciclina, antimicrobiano com amplo espectro de agdo, € utilizada no
tratamento de anthrax, clamidia, colera, malaria, sifilis, tifo, infec¢bes respiratérias e
causadas por Streptococcus, entre outros (Dollery, 1999). Assim como outros
compostos do grupo das tetraciclinas, ela age inibindo a sintese de proteinas bacterianas
interferindo na ligacdo do tRNA aminoacetilado ao sitio A da subunidade 30S dos
ribossomos bacterianos (Figura 2), consequentemente impedindo o aparecimento do

complexo de iniciacao de traducdo (Spahn e Prescott, 1996).

Figura 2: Estrutura molecular da oxitetraciclina (& esquerda) (Coyne et al., 2004). A direita, sitio de
ligacdo das tetraciclinas e do rRNA (Pioletti et al, 2001). Tet 1: tetraciclina; H34: sitio de ligacéo das
tetraciclinas no DNA bacteriano; A-tRNA: tRNA promotor do complexo de iniciacdo de traducédo
(Pioletti, 2001).

Na aquicultura brasileira a oxitetraciclina é amplamente utilizada na criacéo de
vérias espécies, muitas sem recomendacOes dos fabricantes, como ciclideos e

caracideos, e ndo apenas no tratamento de enfermidades, mas também no periodo pré-
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manejo, visando evitar surtos de enfermidades infecciosas. De acordo com a bula de um
dos fornecedores do medicamento no Brasil (Tm700, Phibro), ele é indicado para o
tratamento da septicemia hemorragica (Aeromonas liquefaciens), doencas causadas por
Pseudomonas sp., doenga ulcerosa (Haemophillus piscium) e furunculose (Aeromonas
salmonicida) em bagres e salmonideos, na concentracdo de 8,3 g.kg™ de peso vivo de
oxitetraciclina ou 11,85 g.kg™ de peso vivo por dia do produto comercial, com um
periodo de caréncia de 21 dias.

Contrastando esta informacdo, Noga (2010) preconiza o uso da oxitetraciclina
(produto contendo 20% do principio ativo) em uma dose mais baixa, variando de 55 a
100 mg.kg-1 de peso vivo (11 a 20 mg.kg-1 de peso vivo), aproximadamente 400 a 700
vezes mais baixa que a indicada na bula do produto citado anteriormente.

Como existem poucas informacdes no Brasil sobre como esses farmacos devem
ser utilizados em peixes, qual a concentracdo e a forma ideal de administracao, estas sao
utilizadas de forma indiscriminada, ocasionando sérios impactos na salde animal,
humana e ambiental.

Os medicamentos utilizados em animais destinados ao consumo humano
precisam seguir regulamentacfes, nas quais é determinada a quantidade méaxima de
residuos que podem remanescer nos alimentos (LMR) e ndo induz efeito adverso a
salde humana. Para tanto, deve-se considerar a ingestdo diaria aceitavel (IDA) do
composto (quantidade de uma substancia que pode ser ingerida diariamente, durante
toda a vida, sem gque provoque danos a salde), expressa em mg/kg de massa corpérea e
baseia-se em informacGes toxicoldgicas disponiveis do composto na época da avaliacao
(JECFA, 2007).

Para gque essas quantidades maximas nao sejam ultrapassadas, faz-se necessario

0 cumprimento as boas praticas veterinarias, respeitando o periodo de caréncia de cada
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medicamento, pois estes valores ja sdo determinados com base no tempo de absorcéo,
metabolizacdo e excrecdo dos farmacos dos tecidos (Castello-Branco, 2012).

A Comunidade Europeia, através do Comité para produtos medicinais de uso
veterinario (CVMP), da Agéncia de Avaliacdo Medicinal Europeia (EMEA, 2008)
estabeleceu 0 LMR para a oxitetraciclina em pescado de 100 ug/kg. Este valor refere-se
a anélise em musculo e pele em proporcdes naturais (soma do medicamento base e seu
4-epimero) (EU n° 37/2010).

A presenca de residuos de antimicrobianos em alimentos é um tema de elevada
importancia para a saude dos consumidores, uma vez que a ingestdo de doses diarias
destes e sem prévio conhecimento, pode levar a selecdo de formas resistentes de
bactérias no organismo, bem como problemas alérgicos e efeitos toxicos (Vasquez et
al., 2001).

E de conhecimento geral que a insercdo de antimicrobianos em subdosagens na
dieta de animais de criacdo, pode apresentar efeitos benéficos nos parametros
produtivos, inclusive em peixes (Choubert et al., 1991a; Cravedi et al., 1987; Choubert
et al., 19914, b; Viola & Arieli 1987; Zoccarato et al., 1995). Rijkers et al. (1980), em
trabalho realizado com carpa comum (Cyprino carpio) alimentadas com uma dieta
contendo 2000 ppm de oxitetraciclina, relataram um aumento do ganho de peso destas
apo6s um més de consumo da dieta (o inverso foi registrado nos grupos em que o
antimicrobiano foi fornecido por meio de injecdo intracelomatica).

Os efeitos dos antimicrobianos sobre o sistema imune dos peixes parecem
depender das caracteristicas intrinsecas da droga, da quantidade administrada e do
animal utilizado como modelo experimental, porém a oxitetraciclina tem se mostrado
um possivel agente de imunossupressdo. Rijkers et al., (1980) encontraram um numero

reduzido de linfocitos somados a mondcitos e de eritrocitos em carpas inoculadas
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intracelomaticamente com oxitetraciclina quando comparadas com peixes nao
inoculados (controle). O mesmo efeito ndo foi observado nos peixes alimentados com o
medicamento. Em trabalho semelhante, realizado pelos mesmos pesquisadores (Rikjers
et al, 1981), utilizando as mesmas vias de administracdo do antimicrobiano,
observaram uma grande diminui¢do de imunoglobulinas em carpas alimentadas com a
dieta medicada. Ainda, foi observada diminui¢do na resposta priméria anti-RBC no rim
e baco de coelho em relagdo ao grupo controle. Esta inibicdo na resposta imune inata e
adaptativa, segundo o0s autores, se deve a reducdo da carga bacteriana e,
consequentemente, antigénica presente no organismo dos peixes, levando a uma queda
da atividade imunoldgica. Duas possibilidades citadas pelos autores sdo a inibicdo da
clivagem das moléculas de C3 em compostos ativos, iniciando via litica e a fagocitose
(Alexander, 1975), e a segunda, a inibicdo da diferenciacdo de células T,
consequentemente impedindo a diferenciacdo das células B em plasmdcitos, na resposta
de antigenos T dependentes (Rickjers et al., 1980).

Siwiki et al. (1989), testaram uma injecdo contendo oxitetraciclina e antigeno de
Yersinia ruckeri em truta arco-iris, Onchorinchus mykiss, e observaram uma reducao na
quantidade de células produtoras de anticorpos nos peixes inoculados com o
antimicrobiano e antigeno em relacéo aos peixes do grupo controle. Yonar et al. (2011),
observaram uma diminuicdo na quantidade de anticorpos e na atividade respiratoria de
leucdcitos em peixes inoculados com o medicamento.

A oxitetraciclina é um forte promotor de degradacdo lipidica, gerando espécies
reativas de oxigénio e hidrogénio, como o peroxinitrito e radicais hidroxila, levando a
degradacdo de membranas celulares e, consequentemente, a efeitos nocivos como
degradacdo muscular e nervosa, deterioracbes metabdlicas e morte celular (Frankell,

1995; Kelly et al., 1998). Yonar et. al (2011), alimentando trutas arco-iris com uma
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dieta contendo 100 mg.kg™ da droga, encontraram niveis reduzidos de algumas enzimas
responsaveis pela protecdo tecidual contra agentes oxidantes, sugerindo uma exaustao
na capacidade antioxidante pelo organismos destes peixes.

Toften & Jobling (1997) demonstraram que a oxitetraciclina, assim como outros
medicamentos, reduz a palatabilidade do alimento, diminuindo sua ingestdo. No mesmo
experimento, utilizando a inclusdo de 20 mg.Kg™ do antimicrobiano na dieta, os autores
encontraram uma diminuicdo do coeficiente de digestibilidade de matéria seca e na taxa

de crescimento especifico em salméo do atlantico, Salmo salar.
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c. p-Glucanos
A classe dos glucanos abrange todos os polimeros de glicose, inclusive a celulose (B-
1,4-glucano), apresentando inumeras variagdes entre cada um deles, como tamanho da
cadeia principal, peso molecular, presenga ou auséncia de ramificagOes, isOmeros o ou
B, e soltveis ou particulados (Figura 3). De acordo com Goodridge et al. (2009), os
estudos sobre os efeitos imunomodulatorios, em sua maioria, dizem respeito ao f3-
1,3/1,6-glucano, extraido da parede celular de fungos, como leveduras e cogumelos, e

de algumas espécies de bactérias e algas.

Figura 3: Estrutura esgquematica de um polimero de -glucano (Tsoni & Brown, 2008).

A razdo, pela qual o p-glucano consegue desempenhar um efeito
imunoestimulatorio em peixes ainda ndo esta totalmente elucidada, porém, em estudos
realizados com salmdo do atlantico, Engstad & Robertsen (1993) observaram que 0s
macrofagos destes peixes possuem receptores especificos para o reconhecimento deste
composto.

Evolutivamente, os organismos pluricelulares aprenderam a reconhecer certas
estruturas conservadas, presentes em organismos possivelmente patogénicos (padrdes
moleculares associados a patdgenos - PAMPS) através de receptores presentes na

superficie celular do hospedeiro, os receptores de reconhecimento de padrées (PRRS)
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(Medzhitov, 2007), identificados como receptores de lectina tipo C (CLRs),
dependentes de calcio, e os receptores toll-like (TLRs). Dentre os CLRs estdo os
receptores de dectina-1 (Figura 4), uma proteina transmembrana com uma cauda
intracelular contendo um imunoreceptor (imunoreceptor tyrosine-based activation-like
motif ou ITAM-like). A expressdo deste receptor pode sofrer influéncia de diversos
fatores como a presenca de citocinas e componentes microbianos. Altos niveis de
expressao da dectina-1 podem ser encontrados em superficies mucosas, como a do trato
intestinal, sujeita a uma enorme gama de microrganismos, sugerindo que ha certa
preparacdo destes epitélios contra possiveis ameagas externas, além de macréfagos e
neutrofilos (principalmente estas duas células) e outras células do sistema imune

(Vautier et al., 2011).

Linfonodo Baco Pele Palato

O-NALT Timo Pulmao Intestino

Figura 4: As células que expressam Dectina-1 (em camundongos) estdo posicionadas nas portas de
entradas de patdgenos e locais de desenvolvimento de linfocitos T. A dectina -1 é expressa nas camadas
dermais da pele e do palato (pontas de flechas) mas ndo nas células de Langherhans.A Dectin-1 também é
expressa nas células apresentadoras de antigenos dos pulmdes e do intestino (vilos e placas de Peyer), e
células Dectina-1+ sdo encontradas em todas as &reas da poupa branca esplénica, incluindo centros
germinativos (pequena ponta de flecha no linfonodo) e regides de células T em volta da arteriola central
(pequena ponta de flecha). O tecido linféide organisado nasal (O-NALT) demonstra similaridades
regionais aos dos linfonodos. No timo, células Dectina-1+ parecem se concentrar nas regides de juncao
corticomedulares. E: epiderme; D: derme; PP: placa de Peyer; B: area de células B; T: area de células T;
GC: centro germinativo; C: Cortex; M: medula (Reid et al., 2009).
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Até 0 momento ndo foram encontrados estudos relatando a presenca e/ou fungao
deste receptor em peixes, porem em mamiferos, a ligagdo do B-glucano a Dectina-1
pode desencadear uma série de efeitos, como a maturacdo de células dendriticas,
endocitose do ligante, aumento da atividade respiratéria de leucocitos, produgdo de
metabolitos do acido aracddnico e de citocinas e quimiocinas, como TNF (fator de
necrose tumoral), CXCL-2 (proteina de macréfagos inflamatéria-2-a), 1L-23
(Interleucina-23), IL-6 e IL-10 (Brown et al, 2006). Todavia, essas funcdes podem
variar, dependendo da célula em que este receptor é expresso de acordo com a co-
estimulacdo de outros receptores (Reid et al., 2009).

Brown et al. (2002), utilizaram uma solucdo contendo laminarin purificado (B-
1,3-glucano) e observaram que a presenca deste polissacarideo inibiu o reconhecimento
de grénulos de zymozan por macréfagos de camundongos, demonstrando a alta
dependéncia dos receptores ligantes ao f-glucano neste processo. Ainda neste trabalho,
utilizando anticorpos monoclonais anti-Dectina-1, observaram que a opsonizacao deste
receptor diminuiu o reconhecimento dos granulos de zymozan quase ao mesmo nivel da
adicdo do B-glucano exdgeno, concluindo que a Dectina-1 é o receptor mais importante
no reconhecimento de granulos de zymozan por macrofagos.

Outros receptores considerados secundarios no reconhecimento do B-glucano
pelo organismo de mamiferos sdo a proteina surfactante D (SP-D) e a lactosilceramida.
A SP-D ¢ geralmente encontrada nos pulmdes destes animais (Holmskov et al., 2003), e
sua funcdo esta mais relacionada com a aglutinacdo de microrganismos sem ativacdo
das proteinas do complemento, agindo em um amplo espectro de antigenos fungicos
(Kishore et al., 2006). Além de ativar uma série de mecanismos de imunidade celular de
forma ainda ndo elucidada, como a fagocitose, producdo de interleucinas e atividade

respiratoria de leucdcitos (Kishore et al., 2006), a SP-D também inibe a ingestdo de
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Candida e Pneumocystis e promove a captura e eliminacdo de Aspergillus (Crouch &
Wright, 2001). A lactosilceramida, produzida pelo aparato de Golgi, ao interagir com o
B-glucano, promove o aumento da atividade respiratoria e ativacdo de neutrdfilos por
NF- kB (Fator Nuclear k B) (Wakshull et al., 1999).

Apesar da lacuna no conhecimento dos mecanismos de ac&o do 3-glucano sobre
o0 sistema imunoldgico dos peixes, varios estudos tem demonstrado a eficiéncia do uso
deste polimero de glicose na aquicultura.

Com relagdo ao desempenho produtivo, Ai et al. (2007) observaram aumento na
taxa de crescimento especifico com a insercdo de 0,09% p-glucano na dieta de
Pseudosciaena crocea, porém, com o aumento da concentracdo do produto para 0,18%,
esta taxa retornou ao patamar da dieta controle. Cain et al. (2003) observaram em
tilapia-do-nilo alimentada com dieta acrescida de B-glucano derivado de bactérias, que
apos 21 dias de alimentacdo houve diminuicdo dos niveis de cortisol sérico e da glicose
com valores semelhantes aos do grupo controle. Interessantemente, Cook et al. (2003)
verificaram um aumento do peso médio de Pagrus auratus alimentados com dieta
contendo 0,1% de B-glucano, com temperatura da adgua de 12 °C, quando comparado
com o grupo controle, porém essa diferenca ndo foi observada quando as mesmas dietas
foram fornecidas aos peixes mantidos a temperatura de 24 °C. De acordo com o0s
autores, a temperatura baixa suprime o sistema imune dos peixes, e, neste caso a
inclusdo de B-glucano na dieta mostrou ser uma boa estratégia durante os periodos mais
frios do ano. Em contraste, Whittington et al. (2005) e Li et al. (2009), apesar de
observarem melhoras no sistema imunolégico de peixes alimentados com racGes
contendo B-glucano, o mesmo ndo foi constado para o desempenho produtivo dos

animais.
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Modulag¢Ges no sistema imune inato também tém sido demonstradas. Ai et al.
(2007) observaram um aumento na producdo de lisozima sérica conjuntamente ao
aumento da quantidade de glucano na dieta, porém o mesmo ndo ocorreu com a
atividade de complemento (via alternativa), onde ndo foram encontradas diferencas
entre os grupos alimentados com dietas contendo glucano e o grupo controle. De modo
semelhante, Li et al. (2009) encontraram efeito dose resposta para a atividade
respiratoria de leucdcitos em peixes alimentados com dietas contendo diferentes niveis
de B-glucano, onde a maior dose (0.2%) produziu resultados proximos a do grupo
alimentado com a dieta controle, diferindo do grupo alimentado com 0,05 e 0,1%,
salientando que a acdo deste imunoestimulante depende da quantidade de
imunoestimulante inserida na dieta, jA& que o excesso de B-glucano compete pelos
ligantes, impedindo que o0 reconhecimento e a fagocitose dos microrganismos
patogénicos sejam realizados (Muller et al., 1996 em Castro et al., 1999).

Castro et al. (1999), testaram diferentes tipos de B-glucanos (diferentes marcas) e
observaram que, de acordo com a estrutura do polimero, ha diferenca ndo apenas no
aumento da atividade respiratoria de leucocitos, como também na velocidade com que
0s macrofagos conseguiram responder ao estimulo, onde as estruturas maiores e mais
ramificadas tem dificuldade para ativar os macrofagos, pois 0s receptores nao
conseguem alcangar os sitios de ligacéo.

Sahoo & Mukherjee (2001), utilizando peixes imunossuprimidos
experimentalmente por injecdo de Aflatoxina B1, encontraram, nos peixes alimentados
com dieta inclusa com glucano, indices fagociticos duas vezes maiores do que nos
peixes do grupo controle (ndo imunossuprimidos e ndo alimentados com B-glucano) e
taxa fagocitica oito vezes superior. Bagnia et al. (2005) encontraram aumento

significativo na atividade da via alternativa do complemento e na quantidade de
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lisozima sérica em robalo portugués, Dicentrarchus labrax alimentados com 0,1% de -
glucano, porem, esse aumento ndo foi observado no mesmo dia da amostragem, sendo o
pico da atividade do complemento encontrado ap6s 15 dias de alimentacdo, e o da
quantidade de lisozima, 30 dias apds. Ainda neste trabalho, os autores, testando 0s
efeitos da alimentacdo com este imunoestimulante por periodos longos (ciclos de 15
dias de dieta experimental e 30 de controle), ndo encontraram diferencas entre a
atividade da via alternativa do complemento e da quantidade de lisozima, com o passar
do tempo, entre o grupo tratado e controle. Essas diferencas foram observadas apos o
término do segundo ciclo, mas ndo ao final do terceiro e quarto ciclo, o que corrobora
com o proposto por Castro et al. (1999), onde doses muito elevadas de -glucano podem
exaurir as reservas energéticas dos macrofagos, desencadeando uma exaustdo do
sistema imunologico. Gopalakannan & Arul (2009), utilizando carpas comum
alimentadas com o imunoestimulante, observaram aumento da lisozima 15 dias apos a
alimentacdo e o dobro do valor encontrado 30 dias apds a alimentacdo com o
imunoestimulante. A atividade respiratdria dos leucécitos apresentou o seu maior valor
juntamente com os maiores valores da lisozima.

Paulsen et al. (2003) demonstraram que a intensidade com que o B-glucano
promove a expressdao dos genes codificadores da lisozima em diferentes orgdos é
diferente, e que a producgéo desta difere da mesma forma, ja que este imunoestimulante
parece aumentar a quantidade de lisozima no rim cranial e no intestino, mas néo no bago
e no figado. Ainda com relacdo a lisozima, Bonaldo et al. (2006) ndo encontraram
efeitos da inclusdo de B-glucano na dieta de Dicentrarchus labrax, mesmo utilizando
doses proximas dos experimentos citados anteriormente. Cook et al. (2001),
demonstraram aumento da atividade respiratoria dos leucocitos de pink snapper (Pagrus

auratus) pelo ensaio de NBT e in vitro a ativacdo dos macréfagos por meio da
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incubagdo destes apos o isolamento do rim cefalico em uma solucéo contendo diferentes
doses de B-glucano. Além da estimulacdo da resposta imune inata, foram observadas
melhorias em alguns parametros da resposta imune adaptativa. Aakre et al. (1994),
utilizando B-glucano como adjuvante na vacinagdo de salmédo do atlantico contra
Aeromonas salmonicida, relataram aumento na titulagdo de anticorpos dos peixes
vacinados com o adjuvante quando comparados com peixes vacinados sem o adjuvante.

Foram observados muitos trabalhos demonstrando os efeitos benéficos do uso do
B-glucano na dieta de peixes desafiados experimentalmente com patdgenos (Tabela 1).
Porém, foram observados efeitos negativos ou a auséncia de efeitos, como relatado
Bridle et al. (2005), que nao obtiveram maior sobrevivéncia de salméo do atlantico ap6s
0s mesmos serem alimentados com trés diferentes marcas comerciais de B-glucano apos

o0 desafio com (Neoparamoeba spp).
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d. Mananoligossacarideo

O mananoligossacarideo (MOS) € um complexo proteico rico em manose fosforilada,
glucose e proteina, e, assim como o B-glucano, é extraido da parede celular de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) e frequentemente utilizado como aditivo alimentar para
varios grupos de animais. Uma vez dentro do intestino, 0 MOS pode desempenhar as
seguintes fungdes: modular resposta imunoldgica, alterar o perfil bacteriano da
microbiota intestinal, aumentando o numero de lactobacilos fecais (Swanson et al.,
2002) e de bifidobactérias (Grieshop et al., 2004) e preservar a integridade da superficie
de absorcdo intestinal, ao bloguear a aderéncia das bactérias patogénicas as células
epiteliais da mucosa do intestino.

Estruturalmente, a manose é
considerada um PAMP (padrdo
molecular associado a patdgenos),
podendo ser reconhecida por receptores
especificos chamados PRRs (receptores
de reconhecimento de patogenos),
expressos em diversas celulas do
sistema imune. Em mamiferos, alguns
PRRs capazes de reconhecer a manana
ja foram descritos, como o Toll-like
receptor 4 (TLR-4), colectinas, receptor
de manose (MR), Dectina-2 e o ligante-
I-CAM-3 ndo integrina especifico de
células dendriticas (DC-SIGN)

Figura 5: Estrutura esquematica de uma a-manose. .
g a * (Willment & Brown, 2007).
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O MR é um receptor transmembrana amplamente expresso em macrofagos
teciduais e em células dendriticas, assim como no tecido hepatico e no endotélio
linfatico (McKenzie et al., 2007; Taylor et al., 2005), desempenhando a maior parte de
suas atividades intracelularmente. Alguns estudos mostram que o receptor de manose
pode induzir a ativacdo do NF-xB (nuclear factor xB) e a produgéo de vérias citocinas,
como IL-12, IL-8, IL-1B, IL-6 e fator de estimulagdo de colbnias de macrofagos-
granulécitos (GM-CSF) (Taylor et al., 2005; Zhang et al., 2004; Pietrela et al., 2005).

A dectina-2 pode ser encontrada facilmente em macrofagos teciduais, mas
também em células de Langerhans e em células dendriticas, e sua expressdo sofre um
aumento em casos de inflamacdes, incluindo as induzidas por fungos (Ariizumi et al.,
2000; Taylor et al., 2005). Os mecanismos pelos quais a dectina-2 desempenha suas
funcGes de reconhecimento de invasores ainda ndo estdo bem elucidados, porém sabe-se
que ela é capaz de aumentar a producdo de antagonistas aos receptores de TNF e IL-1
(Sato et al., 2006).

O receptor DC-SIGN (CD 209), presente nas células dendriticas, ja foi
encontrado em linhagens de macréfagos e em endotélios (Koppel et al., 2005; Krutzki et
al., 2005; Lai et al., 2006; Tailleux et al., 2005). Capaz de reconhecer estruturas ricas
em manose de uma forma célcio dependente, o DC-SIGN é capaz de promover a
endocitose de antigenos, assim como a fagocitose em alguns casos (Cambi et al., 2003;
Serrano-Gomes et al., 2004; Koppel et al., 2005). E proposto que, este receptor, através
da modulacéo das respostas mediadas por TLRs, induza niveis elevados de IL-10, uma
citocina com atividades imunossupressoras, sendo este fendmeno uma estratégia
evolutiva de patdgenos para conseguir invadir um organismo hospedeiro (Van Kooyk &
Geitjenbeek, 2003). Dentre as colectinas, encontram-se as proteinas surfactantes A e D

(SP-S e SP-D) e a lectina ligante a manose (MBL). A MBL ¢é um receptor capaz de
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ativar as proteinas do complemento, ocasionando a deposi¢do destas (ou opsonizacao)
sobre a superficie do microrganismo, assim como agir como uma opsonina por Si
prépria (Holmskov et al., 2003; Kilpatrick, 2002). Ha suspeitas de que a MBL possa
modular respostas inflamatorias, porém poucos estudos tem sido realizados e o
mecanismo por tras deste fendmeno ainda sdo desconhecidos (Chaka et al., 1997). As
SP-A e D tem um amplo espectro de ligantes, tendo como fungbes principais a
aglutinacdo de patdgenos, assim como a fagocitose, producdo de citocinas e aumento da
atividade respiratoria de leucocitos (Crouch & Wright, 2001).

Até o momento, o PRR especifico para manose em peixes ndo foi identificado, e
poucos estudos tem sido realizados visando a caracterizacdo destes. Rodriguez et al.
(2003), trabalharam com leucdcitos isolados de robalo portugués, pré-incubados com
cloroguina, uma substancia inibitéria de receptores de manose em mamiferos e
encontraram indices fagociticos reduzidos quando os fagocitos foram incubados com
Saccharomyces cerevisiae.

Alimentando Dicentrarchus labrax com MOS, Torrecillas et al. (2007),
observaram uma queda na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) nos
animais que receberam 0,2% do prebiotico e um aumento desta produgdo no grupo
alimentado com 0,4%. Andrews et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes com
carpa indiana, Labeo rohita alimentada com 1, 2 e 4% de MOS. Staykov et al. (2007),
alimentaram trutas arco-iris mantidas em tanques rede com 0,2% de MOS por 60 dias e
encontraram aumento nos niveis séricos de lisozima, assim como no titulo de anticorpos
e atividade do complemento. Resultados similares foram encontrados por Zhou & Li
(2004) e Staykov et al. (2005). Zhou et al. (2010), observaram maior quantidade de
lisozima em Sciaenops ocellatus alimentados com 1% de MOS, mas nenhuma diferenca

foi observada com relacdo a atividade respiratéria de leucdcitos.
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O efeito prebidtico do mananoligossacarideo adicionado a dieta de animais de
criacdo, observado por varios pesquisadores pode ocorrer por uma série de fatores
intrinsecos a estrutura deste composto. Oyofo et al. (1989a e b) e Spring et al. (2000)
mostraram que as particulas de MOS sdo capazes de adsorver as bactérias gram-
negativas com fimbrias tipo 1 em sua superficie, 0 que ndo apenas previne a aderéncia
destas bactérias ao epitélio intestinal, mas também as remove (Yang et al., 2009).
Zentek et al. (2002) e Vasques et al. (2005), constataram que o MOS, quando
adicionado a dieta, pela especificidade de sua fermentacédo, estimula o crescimento e a
estabilidade de popula¢Ges microbianas produtoras de &cidos orgéanicos (&cido latico e
acético), os quais reduzem o pH luminal do intestino e, juntamente com enzimas
produzidas por esta microbiota, inibem a proliferacdo de microrganismos patogénicos,
como o Vibrio sp. dentre outros.

Torrecillas et al. (2011), alimentando Dicentrarchus labrax com 0,4% de MOS,
observaram uma reducdo, ap6s o isolamento bacteriano realizado no figado, baco e rim
cefalico de Vibrio anguillarum e Aeromonas hydrophila no epitélio intestinal dos
peixes. Baurhoo et al. (2007) e Sims et al. (2004) encontraram aumento na quantidade
de Lactobacillus no intestino de frangos e perus alimentados com ragdo adicionada de
MOS.

As bactérias acido lacticas, como as do grupo dos Lactobacillus, sdo conhecidas
por serem capazes de modular resposta imune inata, localmente e sistemicamente
(Cross, 2002). Alguns autores mostram melhorias no sistema imune inato devido a
presenca de algumas espécies de Lactobacillus na microbiota intestinal. Panigrahi et al.
(2011) observaram mudancas benéficas no perfil de expressao de genes de interleucinas
como TGF-B, TNF-a, IFN e alguns genes de imunoglobulinas, tanto no bago quanto no

rim cefalico de trutas arco-iris ap6s alimenta-las com Lactobacillus rhamnosus
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liofilizados. Alimentando larvas de Dicentrarchus labrax e Sparus aurata com rotiferos
e artémia enriquecidos com L. fructivorans e L. plantarum, Abelli et al. (2009)
encontraram niveis menores de transcritos IL-1f3, IL-10, cox-2 e TGF-B. Porém,
Harikrishnan et al. (2010) descreveram aumentos na producdo de EROs, na atividade da
via alternativa do complemento e na atividade de lisozima quando alimentando

Paralichtys olivaceus com duas cepas comerciais de Lactobacillus.
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3. Experimento I: EFEITO DA INCLUSAO DIETETICA DE B-
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HEMATOLOGICA E IMUNOLOGICA E NO DESEMPENHO
PRODUTIVO DE TILAPIAS-DO-NILO (Oreochromis niloticus)

CRIADAS EM TANQUES REDE

46



Resumo

Visando encontrar possiveis substitutos para a utilizagdo de antimicrobianos de modo
profilatico na dieta pré-manejo de peixes, o presente trabalho teve como objetivo
comparar a inclusdo de 0,1% de B-glucano (MacroGard®, Biorigin) com 0,83% de
oxitetraciclina (Tm700®, Phibro) na dieta de tilapia-do-nilo por 14 e 7 dias,
respectivamente, criadas em tanques rede, tendo como estimulo estressante 0 manejo de
classificagdo (separacdo dos peixes de acordo com o tamanho). Foram realizadas
amostragens no dia da classificacdo e apds 7, 14 e 28 dias. Nao foram encontradas
diferengas significativas entre os tratamentos nas analises hematolégicas, bioquimicas,
no cortisol sérico e na atividade respiratoria de leucécitos (burst oxidativo). O ganho de
peso médio diminuiu nos peixes alimentados com a racdo medicada. A taxa de
crescimento especifico (TCE) no grupo alimentado com a ra¢do medicada foi menor
que a do grupo controle, no entanto, a TCE do grupo que alimentado com racgédo
contendo B-glucano apresentou valor intermediario entre os dois grupos anteriores
(racdo medicada e controle), porém, sem diferenca estatistica. O consumo ndo diferiu
significativamente entre os grupos, porém a conversdo alimentar foi menor nos peixes
alimentados a racdo medicada e com o pB-glucano. A mortalidade nos grupos
alimentados com a racdo medicada e com o B-glucano ndo diferiram entre si, sendo
ambas menores que a do controle. Os resultados deste estudo demonstram que a
inclusdo de 0,1% de P-glucano na dieta de til&pia-do-nilo melhorou os indices
produtivos dos peixes quando comparado com a incluséo de 0,83% de oxitetraciclina,
pois a taxa de mortalidade néo diferiu entre os tratamentos e foi menor que a do grupo

controle e, ainda, o imunoestimulante evitou a reducdo do ganho de peso médio.

Palavras-chave: imunoestimulante, antimicrobiano, saude, produtividade, tilapia-do-

nilo.
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Abstract

Objecting to find possible substitutes to the prophylactic antibiotics utilization in pre
handling fish diets, in the present assay we compared the inclusion of 0.1% of 3-glucan
(Beta) (MacroGard®, Biorigin) with 0.83% of oxitetracycline (Oxi) (Tm700®, Phibro)
in Nile tilapia diets, for 14 and seven days, respectively, reared in net cages, right after
the classification handle (separation of the fish by size). The samples were made at the
day of classification and at seven, 14 and 28 days after. We could not observe statistical
differences among the treatments in the hematological or biochemical analisys, in the
serum cortisol or in the respiratory burst assay. The average weight gain decreased in
the antibiotic fed fish. The specific growth rate (TCE) in the antibiotic group presented
was lower in relation with the control group, however, no differences were found
between the p-glucan fed group and the others. The consumption did not differed
statistically, but the feed conversion rate (CA) was lower in the fish fed with Beta and
Oxi. The mortality in the treated fish did no differed statistically, but both groups
presented lower mortality than the control group. Our results showed that the B-glucan
inclusion at 0.1% in Nile tillapia diets made the productive indices better than the
0.83% oxytetracycline inclusion and, moreover, the immunestimulant avoid the

reduction in the in the average weight gain GPM

Key words: imunostimulant, antibiotic, health, productivity, Nile tilapia.
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a. Introducao

O estresse ainda ¢ um desafio na aquicultura mundial, ndo apenas pela diminui¢cdo da
produtividade, mas, principalmente, por possibilitar o aparecimento de enfermidades
devido a seus efeitos nocivos sobre o sistema imune, tanto inato quanto adaptativo. Na
tentativa de evitar este problema, os aquicultores lancam mé&o de massivas quantidades
de antimicrobianos, como medida terapéutica ou em doses diferentes das recomendadas,
intentando a profilaxia de bacterioses oportunistas. Porém os resultados ndo séo
promissores, pois peixes com o sistema imune suprimido e/ou estressados comem
quantidades bem menores de alimento que o recomendavel, diminuindo a eficiéncia de
tais drogas e aumentando demasiadamente os custos de producdo. Tao prejudicial
quanto a queda na lucratividade é a quantidade de antimicrobianos e seus metabolitos
no ambiente, seja pela excre¢do ou por contato direto com o alimento e com a agua. O
aparecimento de cepas bacterianas resistentes a uma ou mais drogas, incluindo a
oxitetraciclina ja se tornou uma grande ameaca a saude publica (Levy & Marshal,
2004).

Visando minimizar perdas econdémicas com mortalidade de peixes e gastos com
medicamentos, além de prejuizos a salde, pesquisadores de varios paises tentam
desenvolver técnicas de producdo sustentdvel, reduzindo ou evitando a utilizacdo de
antimicrobianos na alimentacdo animal. Entre as substancias utilizadas no manejo
profilatico na aquicultura e em outras criacdes (aves e suinos), estdo os glucanos, mais
especificamente o f-1,3-glucano, extraido da parede celular de leveduras
(Saccharomices cerevisae) e, que através de estimulos a receptores do sistema imune

inato, € capaz de promover uma barreira eficiente contra organismos invasores.
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O presente trabalho teve como objetivo, avaliar o potencial de substituicdo da
oxitetraciclina pelo B-1,3-glucano na criacdo de tilapia-do-nilo em tanques-rede de
maneira profilatica, apos um estimulo estressante (classificacdo dos peixes), através de

parametros hematoldgicos, imunoldgicos, bioquimicos e de desempenho produtivo.

b. Material e Métodos

Peixes e alimentacéo
O experimento foi realizado em uma piscicultura comercial localizada as margens do rio
Tieté, na cidade de Arealva, Sdo Paulo, Brasil. Foram utilizados doze tanques-rede de
18m?, contendo aproximadamente seis mil tilapias-do-nilo (150 g), revertidas
sexualmente, cada um caracterizando uma unidade experimental. Os tanques-rede foram
divididos em trés grupos, de acordo com a dieta fornecida: quatro receberam uma dieta
contendo a incluséo de 0,1% de B-glucano (MacroGard®, Biorigin, Lenc¢dis Paulistas,
S&@o Paulo, Brasil) durante 14 dias, outros quatro receberam uma dieta medicada,
contendo 0,83% de oxitetraciclina (Tm-700®, Phibro, Guarulhos, S&do Paulo, Brasil),
contendo 70% de oxitetraciclina em sua formulacdo por sete dias e 0s outros quatro
receberam uma dieta controle (dieta basal comercial com 32% proteina), isenta de
antimicrobiano e imunoestimulante (Tabela 2). Apds o periodo de alimentacdo de sete
(oxitetraciclina) e 14 dias (B-glucano), os peixes dos dois grupos experimentais
passaram a receber a mesma racao do grupo controle. Os trés grupos experimentais
foram submetidos ao manejo de classificacdo (biometria) no dia anterior ao inicio da
colheita sanguinea e, ap0s a primeira amostragem, 0S peixes comecaram a Ser
alimentados duas vezes ao dia, as 9:00 e as 15:00 h, com as racdes experimentais com

3% da biomassa estimada.
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As trés dietas experimentais seguiram a formulagdo convencional de uma fabrica
de racdo comercial (Nutreco-Fri-Ribe). A primeira dieta foi formulada de acordo com as
exigéncias da tilapia em crescimento e 0,1% de B-glucano (MacroGard®), foi incluido
na dieta. O mesmo procedimento foi adotado para a ragdo com antimicrobiano,
utilizando a mesma formulacéo, todavia, foi incluido na dieta 0,83% de oxitetraciclina
(Tm700®). A dieta controle seguiu a mesma formulagéo, todavia, isenta da incluséo de

imunoestimulante ou antimicrobiano.

Tabela 3: Niveis de garantia da formulacdo comercial utilizada no experimento

Niveis de Garantia (quantidade por kg de racdo)

Umidade** 120g Colina* 800mg
Proteina Bruta (Minimo)  320g Acido Folico* 5,4mg
Extrato Etéreo* 60g Niacina* 112,5mg
Matéria Mineral** 110g Biotina* 0,58mg
Matéria Fibrosa** 709 Acido Pantoténico* 36mg
Calcio 10-30g Vit A* 9000U.1.
Fésforo* 6000mg Vit B1* 20,25mg
Magnésio* 31,25mg Vit B12* 22,5ug
Zinco* 100mg Vit B2* 20,25mg
Cobre* 25mg Vit B6* 20,25mg
Ferro* 62,5mg VitC* 300mg
Manganés* 62,5mg Vit D3* 3150U.1.
Cobalto* 0,tmg VitE* 135U.1.
lodo* 1,25mg Vit K3* 9mg
Selénio* 0,25mg Inositol* 80,9

*Minimo. **Maximo
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Tabela 4. Composi¢do quimica do MacroGard® segundo o fabricante

Ingrediente Quantidade
*B-glucanas % Min. 60,0
*Proteina Bruta % Méx. 8,0
*pH (' solucdo 10% ) 4,0-70
*Cinzas % <10,0

Distribuicdo do tamanho de particula

Média 41 um
<20 um 19%
20 - 50 ym 43%
51-100 pum 28%
101 - 200 pm 10%
>200 um 0
Fluidez (seg) 70
Angulo de repouso (graus) 31
Compressiblidade % 37
Capacidade de retencdo de 4agua 7,4
(média)

indice de solubilidade em agua 7.9

MacroGard® (Biorigin), é um aditivo para alimentacdo animal rico em B-1,3/1,6
glucanas purificadas extraidas da leveduras (Saccharomyces cerevisiae) de uma cepa
selecionada e patenteada (Boletim Técnico da Biorigin, 2012).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica e
Bem Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista — Unesp, Campus de Jaboticabal, sob o protocolo de
numero 22.517/10, estando de acordo com os Principios Eticos na experimentacio

animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Amostragem
Foram realizadas quatro amostragens, a primeira antes do inicio da alimentagdo com as
dietas experimentais e outras trés apds, sete, 14 e 28 dias de alimentagdo. Sete peixes de

cada tanque-rede foram anestesiados em solucéo de benzocaina (1 g de benzocaina para
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10 L de &gua). Cerca de 3,0 mL de sangue periférico foi colhido por puncdo do vaso
caudal, e dessa quantidade, cerca de 0,3 mL foi armazenado em tubo plastico de 2 mL
contendo 15 pL de heparina (1:50) e 0,3mL dispensado em tubo plastico de 2 mL
contendo Glistab®. O restante foi dispensado em tubo de vidro para coagulagdo por 45
minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo, o sangue coagulado foi
centrifugado a 1500 G por cinco minutos, e o soro foi armazenado em ultrafreezer (-70

°C).

Desempenho Produtivo
Os peixes foram pesados um dia antes do inicio do experimento, isto &, antes do inicio
da alimentacdo com as dietas experimentais e, novamente no 163°dias (135 dias ap0s a
Gltima amostragem). A pesagem foi realizada da seguinte maneira:
e Emum pucé, 15 peixes eram capturados e pesados;
e Fazia-se a média de peso desses peixes, repetindo o processo 15 vezes por
tanque rede;
e Utilizando 0os mesmos pucas, pesava-se apenas o restante dos peixes do tanque-
rede, estimando a quantidade pelo peso médio de cada individuo.
A avaliagdo do desempenho produtivo foi realizada de acordo com as equagdes:
- Ganho de Peso (GP):
GP = Peso Final - Peso Inicial
- Ganho de Peso Médio (GPM):
GPM =GP / N° de Peixes
- Converséo Alimentar (CA):
CA = (Quantidade de alimento consumido durante todo o periodo) / GP

- Taxa de Crescimento Especifico (TCE):
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TCE = [In(Peso Final) - In(Peso Inicial)] / N° de dias

- Sobrevivéncia Relativa:

Sobrevivéncia = numero inicial de peixes /numero final de peixes x 100
- Mortalidade Relativa:

Mortalidade = 100 - Sobrevivéncia Relativa.

Hematologia
Para a determinacdo da quantidade de eritrocitos, foi utilizado 10uL de sangue com
anticoagulante e mesclado a 2,0 mL de formol citrato e, posteriormente, 0s eritrocitos
totais foram contados em camara de Neubauer. O hematocrito foi determinado atraves
da centrifugacdo do sangue contendo anticoagulante em centrifuga de microhematocrito
a 1500 G por cinco minutos (Goldenfarb et al., 1971). A determinacdo da quantidade de
hemoglobina presente no sangue foi realizada através do método da
cianometahemoglobina (Collier, 1944). As extensdes sanguineas foram coradas com
MG-G-W (May-Grinwald-Gyemsa-Writh) para posterior contagem total e diferencial
de trombdcitos e leucdcitos (Hrube & Smith, 1998). Foram utilizadas as equacOes
hematimétricas de acordo com Wintrobe (1934) para a determinacdo do volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Atividade respiratoria de leucécitos do sangue
O ensaio de atividade respiratdria de leucécitos (burst oxidativo) foi realizado de acordo
com Anderson & Siwichi (1995), modificado por Biller-Takahashi (2008). 100 uL de
sangue contendo anticoagulante foram adicionados em 100 pL de tampéo fosfato (pH

8.4) contendo nitroazul de tetrazolium (NBT), na proporcao de uma pastilha para cada 5
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mL de tampdo. Apds incubacdo por 30 minutos, 50 uL desta solugdo foi adicionada a 1
mL de N,N-dimetilformamida, agitado, centrifugado a 450 rpm por 5 minutos e a leitura

realizada em espectrofotdometro (540 nm, absorbancia).

Glicose plasmatica
A glicose foi determinada através de kit comercial (LabTest®), em ensaio
colorimétrico. 10 puL de plasma sanguineo foram pipetados em 1 mL de reagente,
mantido em temperatura ambiente durante 15 minutos e a leitura realizada em

espectrofotémetro (505 nm).

Proteina total plasmatica
A proteina total plasmatica foi determinada através de kit comercial (LabTest®). A
determinacdo colorimétrica das proteinas totais resume-se na reacao das proteinas do
plasma (ou soro, preferencialmente) com os ions de cobre presente na solucédo alcalina
(reagente de biureto) através das ligacdes peptidicas. A solucdo de reagente contendo

50uL de plasma foi medida em espectrofotdmetro a 545nm.

Cortisol
Para a andlise do cortisol sanguineo, foi utilizado soro previamente extraido através da
técnica de radioimunoensaio (Kit Coat-a-count, DPC). O soro dos peixes foi incubado
por 45 minutos a 37°C com um identificador de cortisol, em tubos de ensaio revestidos
com anticorpos anti-cortisol. Apés a decantacdo, a radiagdo nos tubos foi medida e

comparada com a dos padrdes, formando uma curva de leitura.
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Analise estatistica
Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey. Em caso de diferenca estatistica (p < 0,05), foram

apresentadas médias acompanhadas de desvio padrao.

c. Resultados

Durante todo o periodo experimental a temperatura da dgua variou entre 18 e 23°C, com

média de 21,5 °C e o oxigénio dissolvido foi de aproximadamente 4,6 mg.dL™.

Desempenho produtivo
Os peixes foram pesados 135 dias ap6s a ultima amostragem. Os tratamentos
influenciaram todos os parametros de desempenho produtivo. Os peixes alimentados
com a dieta acrescida de B-glucano obtiveram 0 mesmo ganho de peso médio que os
alimentados com a dieta controle, 610 e 592,75g, respectivamente, sendo ambos 0s

valores superiores ao do grupo alimentado com a ra¢do medicada 422,759 (Figura 6).

56



700

: I ‘ I

Beta

Contr
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A taxa de crescimento especifico foi maior nos peixes do grupo controle (1,019)
do que no grupo alimentado com a ragcdo medicada (0,7g). J&, o grupo alimentado com o
imunoestimulante apresentou TCE estatisticamente igual a ambos os grupos (0,989)
(Figura 7).

O consumo, apesar de significativo na andlise de variancia, ndo apresentou

diferenga entre médias com o teste de Tukey (Figura 8).
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Figura 8: Consumo total de alimento. P = 0,0361.
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A conversdo alimentar (Figura 9) dos peixes alimentados com a dieta acrescida
de B-glucano (1,60) e oxitetraciclina (1,57) ndo diferiram estatisticamente entre si, e
ambas foram melhores que a do grupo controle (1,75).

A mortalidade aparente (Figura 10) nos peixes alimentados com a dieta controle
foi mais elevada (5,76%) que nos grupos alimentados com a ragdo contendo B-glucano

(1,5%) ou oxitetraciclina (1,28%).

Hematologia
Os indices hematologicos ndo apresentaram diferenca em relacdo aos tratamentos
experimentais, porém estdo de acordo com os indices determinados para tilapias
saudaveis segundo Tavares-Dias (2004). As diferencas estatisticas para 0 hematocrito e

hemoglobina estdo relacionadas aos dias de coleta (Tabela 5).

Bioquimica sanguinea e cortisol
Assim como os valores médios das variaveis hematoldgicas, a glicose e as proteinas
plasmaticas totais ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos, apenas
entre coletas. Em relacdo a glicose, um dos principais indicadores de estresse, pode-se
observar valores mais elevados na primeira colheita sanguinea (dia 0) devido ao manejo
estressante (classificacdo) realizado no dia anterior. Porém, os valores de cortisol ndo

apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos ou coletas (Tabela 6).
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Tabela 5: Varidveis hematoldgicas de série vermelha. Ht: hematocrito; Hb: hemoglobina; RBC:
contagem de células vermelhas; VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentragdo de hemoglobina
corpuscular média. N&o houve diferenca em relacdo aos tratamentos. Letras diferentes nas linhas
significam diferenca estatistica entre os dias de coleta (Tukey).

Dia0 7 dias 14 dias 28 dias
B-glucano 41,2 ° 358 ° 376 ° 376 °
ye  Oxitetraciclina 388 *° 36,7 ° 36,9 ° 36,6 °
% Controle 39,9 ¢ 358 ° 36,4 ° 356 °
Hb  p-glucano 8,86 *° 8,38 ® 7,79 ° 8,06 ®
gdL®  Oxitetraciclina 8,96 ° 843 ® 749 P 7,65 ®
Controle 8,46 *° 7,73 ® 75 ° 8,08 ®
RBC  p-glucano 2,7 2,22 2,19 2,17
10° Oxitetraciclina 2,25 2,28 2,07 2,13
Controle 2,09 2,13 2,05 2,05
VCM  p-glucano 168 163,3 178,4 1742
fL Oxitetraciclina 181,4 163,9 178,3 172
Controle 191 172,2 179,3 162,3
CHCM  p-glucano 21,1 23,8 20,9 22,1
g.dL? Oxitetraciclina 23,4 23,2 21 21,1
Controle 21,6 21,7 20,7 23,3

Tabela 6: Bioquimica sanguinea e cortisol sérico. PPT: proteina total plasmatica. Letras diferentes na
mesma linha significam diferencas significativas (Tukey). *Valores ndo obtidos.

Dia 0 7 Dias 14 dias 28 dias
) S-glucano 82 @ 41,2 ° 455 ° 39,9 °
Cﬂé%ﬁie Oxitetraciclina 79,8 438 ° 484° 368 °
Controle 773 ° 499 ° 414 ° 391 °
PPT  A-glucano 38 ° 46 *° 4 ® 41 °
mldL®  Oxitetraciclina 38 ° 41 ° 39 ® 38 °
Controle 34 ° 43 ° 38 ® 38 °
_ S-glucano 9,08 * 10,07 *® 9,09 @ *
Cuogrdtllslm Oxitetraciclina 9,77 ° 13,47 *® 9,81 *° *
Controle 8,01 ° 10,51 ? 9,68 ° *
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Tabela 7: Burst: atividade respiratdria de leucdcitos. D.O.: Densidade Optica a 540nm. Letras diferentes
na mesma linha significam diferencas significativas (Tukey).

Dia0 7 Dias 14 dias 28 dias
B-glucano 0,367 ¢ 0,4 a 0546 % 0476 a
Burst . . a a a a
DO. Oxitetraciclina 0,328 0,361 0,487 0,448

ab

Controle 0,388 0332 ° 0548 * 0,490 @

Atividade respiratoria de leucécitos
A atividade respiratéria de leucécitos ndo apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos, mas sim entre os dias de coleta, provavelmente devido a0 manejo

estressante de classificacdo realizado antes do inicio do experimento (dia 0) (Tabela 7).

d. Discusséo

A utilizacdo da oxitetraciclina na dieta de animais de criacdo, visando aumentar
0 ganho de peso ja foi descrita em varias espécies como frangos (Dibner & Richard,
2005), suinos (Tsinas et al., 1998) e peixes (Mitra & Gosh, 1967; Sukhoverkhov, 1967;
em Rijkers et al., 1980). Rijkers et al. (1980), alimentando carpa comum com 2000 ppm
do antimicrobiano (0,2%), observaram uma melhora no desempenho dos animais, tendo
como explicacdo a alteracdo da microbiota intestinal, com a reducdo da quantidade e da
diversidade, bem como o potencial das bactérias aderirem ao epitélio entérico e,
consequentemente, diminuindo a competicdo entre o hospedeiro e 0s microrganismos
por nutrientes (Bakke-McKellep et al., 2007).

Neste trabalho, foi observada uma diminuicdo do ganho de peso médio dos
peixes alimentados com a racdo medicada com 0,83% de oxitetraciclina, quando
comparados aos peixes alimentados com a dieta acrescida de B-glucano ou com a dieta

controle. Uma reducdo no ganho de peso dos peixes foi observada também por Rijkers
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et al. (1980) ao injetarem intracelomaticamente oxitetraciclina na concentragdo de 60 e
180 mg.kg™ de peso vivo. A dose utilizada no experimento, de 0,83% de oxitetraciclina
por quilo de dieta, foi de aproximadamente 250 mg.kg™ de peso vivo de peixe, muito
acima da dose considerada elevada por estes autores e também por Noga (2010). O
comité veterinario europeu para produtos medicinais (CVMP), partindo da ingestdo
diéria aceitavel, estabelece a ingestdo de tetraciclinas, com um fator de seguranca de 10
em 0,003 mg.kg™ (EMEA, 1995).

Esta diminuicdo no ganho de peso, dos peixes alimentados com a ragdo
medicada, também pode ser explicada pelas reacfes adversas relacionadas ao uso das
tetraciclinas em animais, principalmente pela dose elevada utilizada no experimento,
como efeitos locais (gastrointestinais), por superinfecc¢do (disbiose), acdo toxica direta
(hepatotoxicidade com degeneracdo gordurosa aguda, nefrotoxicidade e alteracGes
Osseas) e ainda hipersensibilidade, refletindo negativamente sobre a saude e o
desempenho animal.

A conversdo alimentar dos peixes alimentados com a racdo medicada e dos
peixes aimentados com a ragdo contendo B-glucano, foi melhor que a do grupo
controle. Mesmo sem diferenca significativa entre o consumo de cada grupo
experimental, a queda na conversao alimentar, juntamente com a diminui¢do no ganho
de peso médio, mostraram que a oxitetraciclina pode ter diminuido a palatabilidade da
dieta, o que normalmente ocorre quando se adiciona farmacos na alimentacdo animal
(Toften & Jobling, 1997).

Como dito anteriormente, a alteracdo na microbiota intestinal dos peixes
alimentados com a racdo medicada com a oxitetraciclina pode diminuir a competicédo
entre o hospedeiro e as bactérias por nutrientes. Porém, a excessiva eliminacdo de

microrganismos, pela alta dose do antimicrobiano utilizada neste experimento, pode ter
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afetado a digestdio e a absorcdo de nutrientes, causado uma diminuicdo da
digestibilidade da rag&o.

Ainda é controverso o efeito do B-glucano no desempenho produtivo de peixes,
sendo encontrados por diversos autores, resultados positivos, negativos e indiferentes
em uma grande variedade de espécies de peixes. Ai et al. (2007), alimentando
Pseudosciaena crocea com 0,09 e 0,18% de B-glucano, durante oito semanas, observou
aumento na taxa de crescimento especifico dos peixes alimentados com a dieta contendo
0,09% do imunoestimulante em relacdo aos alimentados com 0,18% e ao grupo
controle, assim como Misra et al. (2006), alimentando Labeo rohita com 100, 250 e 500
mg.kg™ do imunoestimulante, por 56 dias. Contudo, Cook et al. (2003) encontraram um
aumento consideravel no ganho de peso de Pagrus auratus alimentados com 0,1% de f3-
glucano durante o inverno (12°), ndo observando esse incremento de ganho de peso
durante o verdo (24°). Whittington et al. (2005), além de ndo terem encontrado aumento
do ganho de peso em tilapias-do-nilo alimentadas com dietas contendo diferentes niveis
de B-glucano, observaram uma diminuicdo na eficiéncia alimentar dos peixes que
receberam 0,1 e 0,2% do imunoestimulante. Li et al. (2009), trabalharam com hibridos
de Morone spp. alimentados com dietas inclusas com o imunoestimulante e néo
encontraram diferenga significativa em nenhum parametro produtivo.

A mortalidade constatada nos grupos alimentados com a ra¢cdo medicada com o
antimicrobiano ou com o imunoestimulante ndo diferiu, porém, em ambos 0s grupos ela
foi quatro vezes menor que a mortalidade observada no grupo alimentado com a dieta
controle. O efeito da oxitetraciclina como agente antibacteriano pode ser observado na
reducdo da taxa de mortalidade, mesmo com seus possiveis efeitos toxicos. Todavia,
mesmo com Varios pesquisadores ressaltando o efeito antimicrobiano da oxitetraciclina

frente a microrganismos gram positivos e negativos, espéecies aerébias e anaerobias
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(Austin & Austin, 1987; Alderman, 1988; Herman et al., 1986), € importante salientar
que o uso inadequado deste antimicrobiano, com regime de dosificacdo extrapolando as
recomendadas por 6rgdos competentes, pode causar riscos potenciais pelos residuos
deste farmaco nos peixes destinados ao consumo humano e induzir resisténcia a
oxitetraciclina nas bactérias, além do impacto negativo no meio aquético, ocasionando
futuramente, sua retirada do mercado.

Uma série de trabalhos descreve o aumento da sobrevivéncia de varias espécies
de peixes alimentados com f-glucano, em niveis proximos aos testados neste
experimento (0,1%) ap6s desafiados com cepas bacterianas e protozoarios (Miles et al.,
2001; Gopalakanan & Arul, 2010; Misra et al., 2006a; Li et al., 2009; Ai et al. 2007).
Em peixes, os mecanismos pelos quais o B-glucano interage com as células do
hospedeiro ainda ndo foram completamente elucidados. Segundo Medzhitov (2007),
com o passar dos anos, os organismos pluricelulares aprenderam a reconhecer o f3-
glucano como um PAMP (Pathogen Molecular Pattern), através de PRRs (Pathogen
recognition receptors), sendo a dectina-1 o receptor de maior importancia. A ligacao
deste polimero com a dectina-1 pode desencadear uma série de processos imunologicos
em mamiferos, como maturacdo das células dendriticas, endocitose ou fagocitose do
ligante, aumento da atividade respiratéria de leucdcitos, producdo de metabolitos do
acido aracddnico e de citocinas e quimiocinas, como TNF (fator de necrose tumoral),
CXCL-2 (proteina de macrofagos inflamatoria-2-a), IL-23 (Interleucina-23), IL-6 e IL-
10 (Brown et al, 2006).

Apesar do exposto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
peixes alimentados com ragdo medicada, com B-glucano e controle com relagéo a

atividade respiratoria de leucocitos, ndo sendo possivel esclarecer a auséncia de
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diferenga ja que varios trabalhos relataram um aumento desta atividade em animais
alimentados com o imunoestimulante.

No presente estudo néo foi encontrada relagdo entre os niveis de cortisol sérico e
tratamentos. Os valores encontrados estiveram entre 8 e 13,5 pg.dL™, superior a 3 - 4
ng.dL' que Wedemeyer et al. (1990) utilizam para caracterizar um peixe em descanso
ou em situagdo de conforto. Isso possivelmente ocorreu devido o experimento ser
realizado em uma piscicultura comercial, com tilapias confinadas e muito adensadas
(aproximadamente 320 individuos por metro cubico de agua). Outra hipétese é que todo
o plantel era formado apenas por individuos machos, o que aumenta o estresse, como
demonstrado por Binuramesh et al. (2006).

Ao contrario do observado neste estudo, Cain et al. (2003), fornecendo para a
tilapia-do-nilo, racdo com 0,2% de B-glucano, constataram uma diminui¢do nos niveis
de cortisol sérico e glicose ap6s trés semanas de alimentacdo com a dieta experimental
quando comparado aos peixes alimentados com a dieta controle. Jeney et al. (1997),
detectaram alteracBes nos valores de cortisol de trutas arco-iris alimentadas com dieta
contendo B-glucano. O valor mais baixo de cortisol foi observado nos peixes cuja dieta
teve a inclusao de 0,1% e, com 0 aumento da incluséo, puderam observar que os valores
eram proximos do grupo alimentado com a racdo controle, isto é, sem a inclusdo do
imunoestimulante.

Uma possivel inibicdo da resposta imune, dos peixes pelo estresse do ambiente
de criacdo, talvez fosse uma explicacdo plausivel para a inconsisténcia dos resultados
obtidos nos valores da atividade respiratoria de leucécitos, porém, o fato da
sobrevivéncia dos peixes alimentados a ragdo contendo B-glucano ser igual a dos
alimentados com a racdo medicada com oxitetraciclina deixa claro que, mesmo com

niveis elevados de cortisol, os animais estavam imunoestimulados. Outra hipotese € que

66



o imunoestimulante possa ter influenciado outros pardmetros imunol6gicos, como a
atividade da lisozima, complemento, fagocitose, entre outros, e ndo a atividade
respiratdria de leucdcitos.

Segundo Rebar et al. (2003), os parametros hematoldgicos fornecem uma visao
instantanea do sistema hematopoiético em um momento especifico e oferecem uma
visdo geral sobre o estado de salude do animal.

Omoregie & Oyebanji (2002) encontraram variacdes em diversos parametros
hematoldgicos de tilapias-do-nilo alimentadas com diferentes niveis de oxitetraciclina
(0; 0,63; 1,25; 25 e 5 %) durante oito semanas. A alimentacdo com 1,25%
(concentracdo relativa mais préxima a deste experimento), durante uma semana foi
suficiente para acarretar uma diminuicdo na quantidade de eritrocitos, no valor do
hematocrito e da hemoglobina, diferente do que ocorreu neste estudo, onde nédo foram
constatadas diferencas entre os trés grupos experimentais, mais sim, entre os dias de
coleta e, somente no valor do hematdcrito e da hemoglobina. Provavelmente, ndo foram
observadas diferencas pelos valores terem variado consideravelmente. As médias do
hematocrito (37,5%), volume corpuscular médio (163,7 fL) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (22 g.dL™) também foram diferentes das encontradas
por Tavares-Dias & Faustino (1998) (30,4 %:; 126,5 fL e 30,8 g.dL™, respectivamente)
para tilapia-do-nilo. Tanto o hematdcrito quanto a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média variaram devido ao aumento do VCM. Em situacdes de estresse sdo
liberadas catecolaminas e, em especial a adrenalina, que causa a tumefacdo dos
eritrocitos (Nikinmaa & Huestis, 1984), através da retencdo de sodio e cloreto
intracelular, aumentando sua concentracdo, gerando ganho de liquido por osmose e,

consequentemente, um aumento do volume eritrocitario (Railo et al., 1985).
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e. Concluséo
A incorporacédo de 0,1% de B-glucano na dieta de tilapia-do-nilo, criada em tanque-rede
e em alta densidade de estocagem e administrado por 14 dias foi eficiente, pois
melhorou o desempenho produtivo dos peixes e contribuiu para a redugdo na taxa de
mortalidade durante o ciclo produtivo. A alimentacdo de tilapia-do-nilo, criada em
tanque-rede e em alta densidade de estocagem, com racdo medicada com 0,83% de
oxitetraciclina e administrada por sete dias ndo é recomendada, pois apesar do
antimicrobiano ter reduzido a taxa de mortalidade dos peixes, ele reduziu também o

crescimento.
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4. Experimento 11: COMPARACAO DA INCLUSAO DE B-GLUCANO E
MANANOLIGOSSACARIDEO NA ALIMENTACAO DE TILAPIAS-DO-

NILO COM A UTILIZACAO DE OXITETRACICLINA
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a. Introducao

A aquicultura mundial tem apresentado um grande crescimento e, junto com a
producdo, crescem também o numero e a intensidade de situagfes de estresse, assim
como o aparecimento de enfermidades (Staykov et al., 2007) e a utilizac&o de drogas.

O uso de farmacos na aquicultura é um fato comprovado quanto a necessidade
de tratamento de certas enfermidades, mas para a maioria das espécies de peixes existe
uma falha de conhecimento da farmacocinética destes farmacos, que leva na maioria das
vezes, a0 uso de doses prescritas para outras espécies animais com graves riscos
farmacoldgicos e toxicologicos (Anadon, 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude classificou o surgimento de cepas bacterianas
resistentes a antimicrobianos, como uma grave ameaca a saude publica (WHO, 2006) e
a severidade legal com relacdo ao uso de quimioterapicos e antimicrobianos na
aquicultura vem aumentando drasticamente nos ultimos anos. Mais recentemente, 0
foco tem sido direcionado para a utilizacdo de ingredientes, conhecidos como
prebiotico, probidticos e imunoestimulantes que desenvolvam a capacidade de resistir a
doencas e melhorar a saude dos peixes em criacdes comerciais, altamente estressantes.
Entre esses ingredientes, destacam-se o B-glucano e o mananoligossacarideo, 0s quais
vém se tornando uma alternativa promissora ao uso de agentes antimicrobianos.

O B-glucano, derivado da parede celular de levedura, tem como via de agdo a
modulacdo da resposta imune inata, (Sahoo & Mukherjee, 2001; Couso et al., 2003;
Whittington et al., 2005; Misra et al., 2006; Ai et al; 2007; Gopalakanan & Arul, 2009;
Li et al., 2009; Khuntu et al., 2009). O mananoligossacarideo, composto naturalmente
presente na parede celular de leveduras, tem a capacidade de modular respostas

imunologica (He et al., 2003; Staykov, 2007; Torrecillas et al., 2007; Rodriguez-Estrada
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et al., 2008; Samrongpan et al., 2008; Andrews et al., 2009) e a microbiota intestinal
(Dimitroglou et al., 2009; Torrecillas et al., 2011) e preservar a integridade da superficie
de absorcdo intestinal, ao bloquear a aderéncia das bactérias patogénicas as células
epiteliais da mucosa do intestino (Loddi, 2003).

Varios estudos demonstram a eficiéncia desses aditivos alimentares, porém, 0s
resultados variam muito de acordo com a espécie, clima, ambiente de criacdo, nivel do
aditivo e grau de pureza do mesmo.

A oxitetraciclina € um agente antimicrobiano amplamente utilizado em diversas
criagdes de animais, inclusive na piscicultura. Uma falha no conhecimento da
dosificacdo deste farmaco para peixes leva, na maioria das vezes ao uso de doses
prescritas para outras espécies animais, com riscos para toda a cadeia produtiva. No
Brasil, este antimicrobiano é amplamente utilizado na piscicultura, na maioria das vezes
de forma indiscriminada e sem critérios, inclusive com relacdo ao modo de aplicacéo,
que na maioria das vezes resulta em doses sub-terapéuticas ou demasiadamente
elevadas, causando impacto ambiental e danos a saude dos animais e consumidores (Li
et al., 2009).

O presente estudo teve como objetivo comparar a inclusdo de
mananoligossacarideo, B-glucano e oxitetraciclina, separadamente, na alimentacdo de
juvenis de tilapia-do-nilo, avaliando os efeitos sobre os parametros de imunidade inata,

hematoldgicos e sobrevivéncia.
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b. Material e Métodos

Peixes e alimentacdo
As pos-larvas de tilapia-do-nilo foram adquiridas de uma piscicultura comercial
(Aracangua, Auriflama, S8o Paulo, Brasil) com cerca de um grama cada. O animais
foram estocados em caixas de 310 L, com aeracdo e fluxo de agua constante e,
alimentados com dieta comercial para alevinos até alcancarem cerca de 45 gramas.
Logo ap6s foram distribuidos em vinte caixas, com as mesmas dimensdes do periodo de
aclimatacdo, cada uma contendo 30 alevinos, aeracao e fluxo de 4gua constante.

As racOes experimentais, extrusadas, foram formuladas e produzidas pela
industria de ragdes Nutreco-Fri-Ribe (Tabela 5), Pitangueiras, Sdo Paulo, Brasil, para
tilapia em crescimento (32% PB), uma contendo 0,1% de B-glucano (MacroGard®,
Biorigin, Lencois Paulistas, Sao Paulo, Brasil), outra contendo 0,1% de
Mananoligossacarideo (ActiveMOS®, Biorigin, Lenc6is Paulistas, S3o Paulo, Brasil) e a
terceira, contendo 0,83% de oxitetraciclina (Tm700®, Phibro). Uma quarta dieta, isenta
de aditivos, foi preparada seguindo a mesma formulacéo das anteriores e foi usada como

controle.
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Tabela 8. Niveis de garantia da formulacdo comercial utilizada no experimento

Niveis de Garantia (quantidade por kg de racéo)

Umidade** 1209 Colina* 800mg
Proteina Bruta (Minimo)  320g Acido Félico* 5,4mg
Extrato Etéreo* 60g Niacina* 112,5mg
Matéria Mineral** 1109 Biotina* 0,58mg
Matéria Fibrosa** 709 Acido Pantoténico* 36mg
Calcio 10-30g Vit A* 9000U.1.
Fésforo* 6000mg Vit B1* 20,25mg
Magnésio* 31,25mg Vit B12* 22,5ug
Zinco* 100mg Vit B2* 20,25mg
Cobre* 25mg Vit B6* 20,25mg
Ferro* 62,5mg Vit C* 300mg
Manganés* 62,5mg Vit D3* 3150U.1.
Cobalto* 0,6mg VitE* 135U.1.
lodo* 1,25mg Vit K3* 9mg
Selénio* 0,25mg Inositol* 80,9

*Minimo. **Maximo

Tabela 9. Composicdo quimica do MacroGard® segundo o fabricante

Ingrediente Quantidade
*B-glucanas % Min. 60,0
*Proteina Bruta % Max. 8,0
*pH ( solucéo 10% ) 40-70
*Cinzas % <10,0

Distribuicdo do tamanho de particula

Média 41 um
<20 um 19%
20 - 50 um 43%
51 - 100 um 28%
101 - 200 um 10%
>200 um 0
Fluidez (seg) 70
Angulo de repouso (graus) 31
Compressiblidade % 37
Capacidade de retencéo de agua (média) 7,4
indice de solubilidade em agua 7.9
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Tabela 10. Composicdo quimica do ActiveMos® segundo o fabricante

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

As caixas foram divididas durante a alimentacdo com as dietas experimentais,
totalizando cinco caixas por tratamento. Todos os animais foram alimentados com base
em 3% do peso vivo das caixas duas vezes ao dia. Tanto os animais do grupo que
receberam MOS quanto os do grupo que receberam B-glucano foram alimentados
durante 14 dias com as dietas experimentais. Os peixes alimentados com a racdo
medicada com oxitetraciclina foram alimentados durante sete dias. A dieta isenta de
aditivo e antimicrobiano foi fornecida ao grupo controle durante todo o periodo
experimental e, para todos os outros grupos apés o término do periodo de alimentacao
com as dietas experimentais.

A qualidade de agua foi controlada durante todo o periodo experimental, com os
principais pardmetros aferidos a cada dois dias. Ndo foram encontradas alteragdes
significativas em nenhum dos parametros: temperatura (29,53°C), oxigénio dissolvido
dissolvido (5,02 mg/L™), condutividade (0,185 mS.cm™), sélidos totais (121,33 mg.L™),
salinidade (0,09 ppt), pH (7,22), NH,4 (0,012 mg.L™) e NH5 (0 mg.L™).

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica e
Bem Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista — Unesp, Campus de Jaboticabal, sob o protocolo de
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nimero 22.517/10, estando de acordo com os Principios Eticos na experimentacio

animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Amostragens
Foram realizadas duas amostragens, a primeira antes do inicio da alimentacdo com as
dietas experimentais e a segunda logo ap6s o término. Seis peixes de cada caixa foram
anestesiados em solucéo de benzocaina (1 g de benzocaina para 10 L de agua) e tiveram
cerca de 1 mL de sangue periférico colhido por pun¢do do vaso caudal. O sangue de
dois peixes era armazenado em tubos plasticos de 2 mL contendo 15 uL de heparina
(1:50). O restante do sangue era colocado em tubos de vidro (um para cada animal),
permanecendo por 45 minutos, em temperatura ambiente para coagulacdo. Apds o
periodo de coagulacdo, o sangue era centrifugado (1500g por 5 minutos), e 0 soro
armazenado em ultrafreezer (-70 °C). Nenhum animal amostrado era devolvido as

caixas experimentais, permanecendo em caixas separadas.

Hematologia
O hematocrito foi realizado seguindo a metodologia do microhematdcrito (Goldenfarb
et al.,, 1971). ). A determinacdo da quantidade de hemoglobina presente no sangue foi
realizada através do método da cianometahemoglobina (Collier, 1944). As extensdes
sanguineas foram coradas com MG-G-W (May-Grinwald-Gyemsa-Writh) para
posterior contagem total e diferencial de trombdcitos e leucécitos (Hrube & Smith,
1998). Foram utilizadas as equagdes hematimétricas de acordo com Wintrobe (1934)
para a determinacdo do volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular

média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).
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Resposta imune inata
O ensaio de atividade respiratoria de leucécitos foi realizado de acordo com Anderson
& Siwichi (1995), modificado por Biller-Takahashi (2008). Cem microlitros de sangue
contendo anticoagulante foram adicionados em cem microlitros de tampao fosfato (pH
8.4) contendo nitroazul de tetrazolium (NBT). Apds incubacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente, 50 pL desta solucdo foi adiciona a 1mL de N,N-
dimetilformamida, agitado, centrifugado a 450rpm por 5 minutos e entdo lido em
espectrofotometro (540 nm, absorbancia).

A concentracdo de lisozima sérica foi determinada de acordo com Ellis (1990),
modificada por Abreu et al. (2009), em ensaio turbidimétrico, onde a densidade Optica
de uma solucdo de Micrococcus lysodeikticus declina pela lise da parede celular. Cem
microlitros contendo 50uL de soro de tilapia-do-nilo e 50 uL de solugdo tampéo (pH
7,4) foram adicionados a 100 uL de solugdo contendo 1 pg.uL™ de Micrococcus
lysodeikticus e dispensados em placas de 96 pocos. A densidade Optica foi mensurada

em leitor de ELISA (540nm) no inicio da reagéo e ap0s 5 e 10 minutos.

Desafio bacteriano
A cepa de Streptococcus agalactiae, isolada de tilapia-do-nilo (amostra 100, LAPOA,
Jaboticabal SP) foi previamente identificada através de sequenciamento do gene 16 S
rDNA, estocada em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Himedia) com 30% de
glicerol 100%, estéril, em freezer -20°C. Uma aliquota de 20ul da cepa estoque foi
inoculada em 5 ml de meio BHI, autoclavada e, incubada em estufa bacterioldgica a
30°C, por 48h, para formacdo do pré-indculo. Em seguida, adicionou-se o volume total
do pré-inéculo a 600 ml de meio BHI, autoclavado, e incubou-se novamente a 30°C por

mais 48h. A suspensédo bacteriana foi centrifugada a 1000 rpm por 10min, descartando-
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se 0 sobrenadante (meio de cultura) e obtendo-se os pellets da bactéria. Para lavagem
dos pellets, adicionou-se a estes uma solucdo de PBS (0,1M), volume suficiente para
homogeneizar a solugédo e, em seguida, procedeu-se a centrifugacdo por mais 10 min a
1000 rpm. Esta operacdo foi repetida duas vezes. A partir dos pellets lavados, foi feita
diluicdo da bactéria a concentracdo de 10° (determinada anteriormente pelo teste de
CL50), de acordo com a Escala de MacFarland. Um volume de 0,5 ml da diluicdo
bacteriana descrita foi injetado intracelomaticamente nos peixes ja apos a alimentacao
com as dietas expeirmentais, em trés caixas por tratamento. Nas duas restantes, foi

injetado 0,5 ml de PBS em cada peixe.

c. Resultados

Parametros de imunidade inata

As analises imunologicas ndo mostraram diferenca significativa em relacdo aos

tratamentos, mas sim entre os dias de amostragem (Tabela 11).

Tabela 11: Valor da atividade respiratéria de leucécitos (burst oxidativo) e lisozima de tilapia-do-nilo
alimentadas com rag@es contendo B-glucano, mananoligossacarideo, oxitetraciclina e racdo controle.

Antes Apos
Controle 0,359 0,400

st oxi 0353 0,416
O.D. Beta 0,344 0,431

MOS 0313 0,405

Controle 0,412 0,298

Lisozima Oxi 0,388 0,361
ngml™ ety 0477 0,346
MOS 0543 0,306

Oxi = oxitetraciclina; Beta = g-glucano; MOS = mananoligossacarideo
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Hematologia
N&o foi possivel observar diferencas significativas nos parametros de série vermelha em

relagdo aos tratamentos fornecidos, mas sim em relagdo aos dias de tratamentos.

Tabela 12: Variaveis hematoldgicas de série vermelha. HB: Hemoglobina; Ht: Hematécrito; RBC:
Quantidade de células vermelhas; VCM: Volume corpuscular médio; CHCM: concentracdo de
hemoglobina corpuscular média.

Antes Apobs

Controle 4,48 5,98
HB  Oxi 5,16 5,91
gdL”  Bea 5,29 6,06
MOS 4,80 5,71
Controle 27,3 35,1
Ht  Oxi 28,7 36,0
% Beta 28,3 32,2
MOS 30,1 32,6
Controle 1,66 2,30
RBC  Oxi 1,87 2,36
10°  Beta 1,84 2,43
MOS 1,97 1,97
Controle 167,53 160,72
VCM  Oxi 157,07 162,57
fL Beta 156,85 138,77
MOS 155,47 160,34
Controle 16,69 17,14
CHCM Oxi 17,98 16,65
gdL” e 1895 19,24
MOS 16,06 17,44

Oxi = oxitetraciclina; Beta = -glucano; MOS = mananoligossacarideo
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Tabela 13: Parametros hematolégicos de série branca. Tromb: Trombdcitos; Leuc: Leucécitos; Mon:
Mondcitos; Linf: Linfocitos; Neut: Neutréfilos, Baso: Basofilos; Eos: Eosinofilos; L.I.:Linfdcitos

Imaturos.

Antes Apds

Controle 26,69 26,39

Tromb Oxi 22,22 22,85
10° células.uL™  geiy 26,17 28,29
MOS 21,03 21,52

Controle 87,83 126,83

Leuc Oxi 109,12 112,22
10° células.uL™  getq 112,61 136,53
MOS 116,42 96,69

Controle 6,08 7,93

Mon Oxi 7,67 6,88
10° células.ul™  geta 6,77 6,28
MOS 13,13 5,47

Controle 74,51 133,53

Linf Oxi 90,82 134,99
10° células.ul™  getq 93.40 142,06
MOS 89,17 95,17

Controle 2,88 7,30

Neut Oxi 3,99 8,17
10° células.uL™® Beta 4,04 5,57
MOS 5,54 5,94

Controle 0,20 1,32

Bas Oxi 0,39 0,34
10° células.ul™  getq 0.80 1,54
MOS 0,16 0,78

Controle 0,00 0,07

Eos Oxi 0,00 0,15
10° células.ul™  getq 0,00 0,00
MOS 0,00 0,52

Controle 5,37 5,75

L.I. Oxi 6,25 8,96
10° células.ul™  getq 766 485
MOS 8,12 5,29

Desafio bacteriano

A mortalidade do grupo alimentado a ragdo contendo 0,83% de oxitetraciclina,

ao final do periodo experimental foi de 3,7%, enquanto que a mortalidade nos grupos
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alimentados com a racdo contendo B-glucano e mananoligossacarideo (MOS) foi de

59,1 e 44,4% respectivamente. A mortalidade no grupo controle foi de 50%, ndo sendo

diferente estatisticamente dos grupos alimentados com as ra¢fes contendo os aditivos

alimentares.
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Figura 11: Mortalidade observada nos peixes dos diferentes grupos experimentais inoculados

intracelomaticamente com 10° UFC de Streptoccocus agalactiae .

A mortalidade nos peixes inoculados com a solugdo tampdo (PBS) pode ser

observada nos grupos alimentados com a racdo controle e com a inclusdo dos dois

aditivos (mortalidade entre 12 e 17%), todavia ndo foram constatadas mortalidades nos

peixes alimentados com a ragcdo medicada com a oxitetraciclina.
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Figura 12: Mortalidade aparente observada nos peixes inoculados com solucéo de PBS.

d. Discussao

Apesar da taxa de mortalidade reduzida, ja esperada, no grupo alimentado com a
racdo medicada com oxitetraciclina ap0s a inoculacdo bacteriana, observamos uma
curva de mortalidade muito semelhante nos grupos alimentados com a ragao controle e
com as ragGes contendo B-glucano e mananoligossacarideo. Assim, como outros
compostos do grupo das tetraciclinas, a oxitetraciclina age inibindo a sintese de
proteinas bacterianas interferindo na ligacdo do tRNA aminoacetilado ao sitio A da
subunidade 30S dos ribossomos bacterianos, consequentemente impedindo o
aparecimento do complexo de iniciacdo de traducdo (Spahn & Prescott, 1996).

Alguns trabalhos descreveram um aumento na sobrevivéncia de peixes

alimentados com B-glucano apés desafio bacteriano. Gopalakannan & Arul (2010),
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alimentando carpa comum com uma dieta contendo 1% de B-glucano, por trés semanas,
relataram uma sobrevivéncia de 77,8 e 71,6% nos peixes desafiados com Aeromonas
hydrophila aos 30 e 60 dias apds o término da alimentacdo com a dieta experimental,
enquanto que no grupo controle ndo foi observada sobrevivéncia. Misra et al. (2006)
observaram que a inclusdo de niveis menores de B-glucano, na dieta de Laboe rohita
(0,001, 0,025 e 0,05%), alimentados durante 56 dias, proporcionaram maior
sobrevivéncia dos peixes apds inoculacdo de Edwardsiela tarda e A. hydrophila quando
comparados com peixes do grupo controle. Whittington et al. (2005), utilizaram niveis
menores de B-glucano (0, 0,005, 0,01 e 0,02%) que as do presente estudo para tilapia-
do-nilo, durante 12 semanas e, observaram maior quantidade de lisozima sérica nos
peixes que receberam o maior nivel do aditivo, todavia, ndo encontraram reducdo na
taxa de mortalidade, somente observaram reducdo desta taxa quando o
imunoestimulante foi associado a vacinacdo contra Streptococcus agalactiae. Com
niveis de inclusdo de B-glucano semelhantes aos utilizados neste estudo (0,09 e 0,18%),
Ai et al. (2007), alimentaram Pseudosciaena crocea durante oito semanas e observaram
uma diminuicdo da mortalidade apds o desafio com Vibrio harveyi apenas no grupo que
recebeu a dieta contendo 0,09% do imunoestimulante.

Casos de insucesso com a utilizacdo de B-glucano na alimentacdo de peixes
também foram registrados. Bridle et al. (2005), testaram trés diferentes marcas
comerciais de PB-glucano para salmdo do atlantico e ndo obtiveram redugdo da
mortalidade ap6s o desafio com amebas (Neoparamoeba spp.). Zhou et al. (2010),
trabalharam com a incluséo de 1% de MOS na dieta de Sciaenops ocellatus e
observaram aumento na producdo de lisozima nos peixes alimentados com a racao

contendo MOS e uma diminuicdo da sobrevivéncia apds oito semanas de alimentacao.
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A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), substancias com potencial
bactericida, é conhecida por atividade respiratéria de leucdcitos, e se apresenta como
uma importante via de eliminacéo de patdgenos por estas células (Secombes & Fletcher,
1992). Nenhum dos grupos apresentaram diferencas significativas na producdo de
EROs. O mesmo ocorreu com a quantidade de lisozima, uma importante enzima
encontrada no sangue, muco e fluidos corporais, capaz de lisar a camada de
peptidoglicanos na parede celular de bactérias (Secombes & Fletcher, 1992).

Tanto o B-glucano como o MOS sdo reconhecidos por receptores imunologicos
capazes de modular a resposta imune inata, como a producéo e liberagdo de citocinas
pré e anti-inflamatérias e respostas celulares (Willment & Brown, 2007). Em peixes,
estes receptores celulares ainda nao foram descritos, porém, relatos da modulacdo da
resposta imune ja foram encontrados. Li et al. (2009), encontraram efeito dose-resposta
na atividade respiratoria de leucdcitos em peixes alimentados com diferentes niveis de
B-glucano, onde a maior dose (0.2%) produziu resultados proximos a do grupo
alimentado com a dieta controle, diferindo do grupo alimentado com 0,05 e 0,1%. Ai et
al. (2007), observaram aumento na producdo de lisozima sérica concomitantemente ao
aumento da quantidade de glucano na dieta.

Torrecillas et al. (2007), alimentaram Dicentrarchus labrax com dieta contendo
MOS e puderam observar uma reducéo na producdo de EROs nos peixes alimentados
com 0,2% do prebidtico, seguido de um aumento deste parametro no grupo alimentado
com 0,4%. Andrews et al. (2009), obtiveram resultados semelhantes trabalhando com
Labeo rohita alimentados com ragdes contendo 1, 2 e 4% de MOS. Staykov et al.
(2007), alimentaram trutas arco-iris mantidas em tanques rede com 0,2% de MOS
durante 60 dias e detectaram um aumento nos niveis de lisozima sérica. Resultados

similares foram encontrados por Zhou & Li (2004) e por Staykov et al. (2005). Zhou et
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al. (2010), observaram maior quantidade de lisozima em Sciaenops ocellatus
alimentados com 1% de MOS, mas nenhuma diferenca foi notada com relacdo a taxa de
respiracdo de leucdcitos.

O perfil hematoldgico, dos juvenis de tilapia utilizados neste estudo ndo
apresentou nenhuma alteracdo relacionada aos tratamentos. Welker et al. (2011),
alimentaram bagres do canal, Ictalurus punctatus com niveis préximos ao deste estudo,
tanto de MOS, quanto de B-glucano e tambem n&o observaram diferencas significativas
nos parametros sanguineos dos peixes submetidos aos diferentes tratamentos. Welker et
al. (2007), em experimento similar ao citado anteriormente, encontraram diferencas
apenas no hematdcrito, com aumento desta variavel nos peixes alimentados com f3-
glucano. O mesmo foi observado por Sado et al. (2008), que forneceram niveis
crescentes de MOS (0,2 a 1%) a juvenis de tilapia-do-nilo. Mansour et al. (2012),
encontraram aumento no numero de linfocitos em Huso huso alimentados com 0,2 e
0,4% de mananoligossacarideo durante 46 dias.

Rodriguez-Estrada et al. (2008), alimentaram com 0,4% de inclusdo de MOS
carpa comum por 12 semanas e observaram um aumento na sobrevivéncia dos peixes
desafiados com Vibrio anguillarum. O mesmo ocorreu com Somrongpam et al. (2008),
ao fornecerem 0,2, 0,4 e 0,6% de MOS a tilapia-do-nilo durante trés semanas, apds
desafio com Streptococcus agalactiae. Andrews et al. (2009) e Torrecillas et al. (2007),
também descreveram aumento da sobrevivéncia de Labeo rohita e Dicentrarchus
labrax alimentados por um periodo prolongado(60 dias)., com dietas contendo MOS,
com niveis de inclusdo variando de 1 a 4%. Staykov et al. (2007), apesar de ndo
utilizarem o desafio bacteriano, descreveram um aumento na sobrevivéncia de truta
arco-iris mantidas em densidade elevada quando alimentadas com 2% de MOS. Sahan

& Duman (2010), encontraram aumento na contagem de células vermelhas, células
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brancas e mondcitos de tilapia-do-nilo alimentadas com ra¢des contendo 0,1 e 0,5% de

B-glucano, todavia, apenas o grupo alimentado com 0,1% do aditivo apresentaram

aumento no nimero de linfécitos.

e. Conclusodes

No presente experimento tanto o -glucano quanto o MOS né&o apresentaram 0S
efeito esperados de modulacdo do sistema imunoldgico e aumento da resisténcia contra
patdgenos, quando comparados com a oxitetraciclina. Estudos posteriores sao
necessarios para melhor caracterizacdo do nivel de inclusdo dos aditivos e do periodo de

alimentacdo adequado.
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