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RESPOSTAS FISIO-PATOLOGICAS E DESAFIO POR Aeromonas hydrophila EM PACU
ALIMENTADO COM RACAO SUPLEMENTADA COM 1,3 B-GLUCANO.

RESUMO

O uso de 1,3 B-glucano tem se mostrado eficaz na imunoestimulagéo e
diminuicdo da mortalidade por patégenos oportunistas. Assim, para avaliar as respostas
da administragcado oral de 1,3 B-glucano em pacu, Piaractus mesopotamicus, frente a
inoculagdo com Aeromonas hydrophila, o experimento foi realizado em um
delineamento inteiramente casualizado com 18 tratamentos em esquema fatorial 3x3x2,
sendo trés niveis de 1,3 B-glucano na ragcédo (0%, 0,1% e 1%), trés tempos de
alimentacéao (7, 15 e 30 dias) e duas condi¢des de inoculagdo com A. hydrophila (antes
e depois), com trés repeticdes (aquarios) por tratamento. Ao final de cada periodo de
administracéo, peixes de cada tratamento foram desafiados com cepas de A. hydrophila
para avaliacdo do efeito protetor do B-glucano. Esses peixes ficaram sob observacéo
para determinagdo da mortalidade, e no 7° dia apds a inoculagdo bacteriana, foi
realizada uma amostragem de material bioldgico adicional nos peixes sobreviventes de
todos os dezoito tratamentos. A mortalidade observada apos sete dias de alimentagao
foi maior no grupo controle e menor nos peixes alimentados com 0,1% de 1,3 (-
glucano. Apos a inoculagao da A. hydrophila, células leucocitarias (linfocitos, mondcitos,
célula granulocitica), e trombdcitos apresentaram-se aumentados, bem como os niveis
de proteina total, principalmente nos peixes alimentados por sete dias, e a atividade
respiratéria dos leucocitos- "burst" oxidativo - sendo superior nos peixes arracoados
com 1% de 1,3 B-glucano por 30 dias. Assim, o 1,3 B-glucano € um imuno-estimulante
capaz de promover melhora nas respostas fisioldgicas e imunoldgicas dos peixes frente

a inoculagao de A. hydrophila.

Palavras Chaves: Piaractus mesopotamicus, Aeromonas hydrophila, 1,3 3-glucano.
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1,3 B-GLUCAN ORAL ADMINISTRATION IN PACU, Piaractus mesopotamicus.
PHYSIOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL RESPONSES AND RESISTANCE FOR
Aeromonas hydrophila INFECTION.

ABSTRACT

The B-glucan applications have been shown effective immunostimulant, producing good protection
to infections. Thus, the present work evaluated the effects of B-glucan oral administration
and the susceptibility for Aeromonas hydrophila infection in Piaractus mesopotamicus.
The experiment was carried out with eighteen treatments, with 3 B-glucan levels (O,
0,1% e 1%) and 3 administration period (7, 15 e 30 days) and two A. hydrophila
inoculations conditions (before and after). At the end of each period, fish from each
treatment were challenged with A. hydrophila. Mortality and clinical signs were observed
every 12 hours during fifteen days, and in the 7th day pos infestation, it has been done
an additional sampling in the survivors of all eighteen treatments. The observed mortality after 7 days
feeding was higher in control group than fish fed 0,1% B-glucan. There were increasing leukocytes cells
number (lymphocytes, monocytes, granulocytes cells) and trombocytes, as well a total
protein in plasma level increased in fish fed for 7 days. And the superoxide produced by
leukocytes - respiratory burst, was higher after bacteria inoculation, but highest in fish fed
with 1% B-glucan by 30 days. Therefore, -glucan exhibited ability to improve resistance for

A. hydrophila infection in P. mesopotamicus.

Keys words: Piaractus mesopotamicus, Aeromonas hydrophila, B-glucan
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INTRODUGAO GERAL

MODELO BIOLOGICO

O Piaractus mesopotamicus (Holmberg 1887) da familia Characidae e subfamilia
Myleinae, comumente conhecida como pacu, teve ocorréncia desde a bacia do rio
Orinoco, na Venezuela, até o rio da Prata no Uruguai.

O pacu é rustico, onivoro, de facil adaptacdo alimentar, crescimento rapido,
facilidade de reprodugao artificial e adequagao para pesca esportiva (OLIVEIRA et al.,
2004; QUEIROZ et al., 2005). A espécie é tolerante a baixa qualidade de agua,
apresenta crescimento compensatorio quando ha restricdo de alimento, e resiste a
manejos estressantes, como o transporte (URBINATI & GONCALVES, 2005).

O P. mesopotamicus € uma espécie neotropical de grande interesse econémico
para o Brasil, ndo s6 pelas caracteristicas supracitadas, mas também por apresentar
desova anual, facilidade de produgao e boa produtividade (URBINATI & GONCALVES,
2005). Além de ser apreciado pelo mercado consumidor devido as caracteristicas
organolépticas de sua carne. Pelo exposto e devido a falta de informagdes sobre o tema

proposto, a espécie foi escolhida como modelo biolégico do presente estudo.

SISTEMA IMUNE DOS PEIXES

O sistema imune de peixes é semelhante ao de mamiferos, dividido em dois
componentes ou tipo de respostas: a resposta inata ou ndo especifica, que consiste na
primeira barreira de defesa para impedir que os agentes patogénicos tenham acesso ao
organismo hospedeiro, bloqueando sua entrada e até eliminando os patégenos e, a
resposta imune especifica, caracterizada pela especificidade e memaria imunoldgica,
induzida por substancias denominadas antigenos (IWAMA E NAKANISHI, 1996;
BERNSTEIN et al., 1998).
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O sistema inato ou ndo especifico pode se apresentar de duas formas:
imunidade humoral e imunidade mediada por células (imunidade celular). A imunidade
humoral é aquela mediada por substancias nao especificas encontradas em fluidos
corpéreos, COmo muco, soro e ovos de peixes, que inibem o crescimento de
microrganismos patogénicos. Essas substancias sédo proteinas e glicoproteinas, entre
elas a lisozima, interferon, proteina C reativa, transferrina, lectina e sistema
complemento (SHOEMAKER et al., 2001).

O sistema complemento é constituido por um conjunto de proteinas soluveis no
plasma, que atua nos processos biologicos de fagocitose, opsonizagéo, quimiotaxia de
leucdcitos e inativagao de toxinas liberadas por bactérias (SECOMBES, 1996), além de
ser considerado um dos principais mediadores do processo inflamatério (MATSUYAMA
et al., 1988; OURTH e WILSON, 1982; NONAKA et al., 1981; ROED et al., 1992). Estas
proteinas normalmente se encontram na forma inativa na circulacdo ou em baixos
niveis de ativacdo esponténea, e sua ativacdo ocorre de maneira sequencial, em efeito
cascata, gracas a um estimulo inicial em que cada componente contribui para a
protedlise do préximo componente a ser ativado (RUS et al., 2005).

A ativacédo do sistema complemento ocorre pelas vias classica e alternativa. A
via classica é ativada principalmente por complexos antigeno-anticorpo e agregados de
imunoglobulinas, enquanto a via alternativa ndo depende da presenga de
imunoglobulinas para ser ativada, mas de presenca de certos fungos e bactérias,
alguns tipos de virus e helmintos s&do suficientes para a produgdo das proteinas
soluveis no plasma. Em peixes, a atividade bactericida é decorrente principalmente da
ativacéo da via alternativa (KOPPENHEFFER, 1987).

A lisozima € uma enzima litica de origem leucocitaria de grande importancia para
o sistema de defesa inespecifico, por possuir capacidade de promover protegcdo contra
invasdes de microrganismos. Pode ser encontrada principalmente em locais onde ha
maior probabilidade de ocorrer invasdo bacteriana e em tecidos que possuam grande
quantidade de leucdcitos, tais como muco, saliva, sangue, tecido linféide, ovos e outros
fluidos corporeos de peixes de agua doce e marinha (OOHARA et al., 1991; YOUSIF et
al., 1991; SHAILESH SAURABH e SAHOO, 2008). Em peixes, esta enzima se encontra

em maior quantidade em neutrofilos, mondcitos e macréfagos, assim os rins anteriores
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sdo os oOrgdos onde ha maior concentragcdo desta proteina, seguido pelo trato
digestorio, bago, muco, soro, branquias, figado e musculo (MURRAY E FLETCHER,
1976; LIE et al., 1989).

Entretanto, a atividade dessa enzima sofre influéncia de fatores como estacédo do
ano, sexo, estagio de maturagdo sexual, temperatura da agua, estresse e poluicao
(FLETCHER et al., 1977; STUDNICKA et al., 1986; MOCK e PETERS, 1990). Além dos
fatores supra citados, a atividade de lisozima pode ser influenciada pela condicdo de
estresse a qual os peixes estdo expostos (YILDIZ 2006). MOCK & PETERS (1990)
observaram em trutas arco-iris reducdo da concentracido de lisozima apds transporte e
exposicao a poluentes. Resultados semelhantes foram encontrados por CARUSO e
LAZARD (1999) em tilapias expostas a altas densidades, com diminuigdo da atividade
de lisozima no plasma.

Outra substancia nado especifica de grande importancia é o interferon, que é uma
proteina produzida por algumas células, principalmente quando atacadas por virus ou
por parasitos intracelulares. E considerado inespecifico, pois, através de ligacdes a
membrana citoplasmatica de outras células, induzem a produgao de proteina anti-viral
para inibir a replicacédo de diversos tipos de virus (SHOEMAKER et al., 2001).

A imunidade celular € mediada por diversas células de defesa como trombdcitos,
mondcitos, macrofagos, granuldcitos (neutrofilos, eosindfilos e basdfilos) e células
citotoxicas, que vao atuar na lise e eliminagao de patdgenos intracelulares nos peixes
(SECOMBES, 1996).

Os trombdcitos de peixes sao células sanguineas encontradas em aves, répteis,
anfibios e peixes, sdo células completas, diferente de mamiferos, onde as plaquetas
sao fragmentos de células (TAVARES-DIAS et al., 1999; TAVARES-DIAS et al., 2000;
MARTINS, 2000; MARTINS et. al., 2001), além de possuir funcdo de hemostasia e
homeostasia (ROBERTS, 1981; PENHA, 1996; BELETTI et al., 1998). Os trombdcitos
sdo as celulas predominantes nas extensdes sanguineas de pacu (TAVARES-DIAS et
al., 1999. TAVARES-DIAS et al., 2000; MARTINS, 2000), sdo consideradas células de
defesa, uma vez que possuem capacidade de fagocitose, e por possuir sustancias
como a fosfatase acida, além de estarem presentes em exsudatos inflamatérios
(PENHA et al., 1996; TAVARES- DIAS et al., 1999).
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Os mondcitos possuem atividade fagocitaria e citotoxica nao-especifica
considerados células em transito no sangue e, durante o processo inflamatério, migram
para tecido conjuntivo onde se transformam em macrofagos (ALAYE-RAHY, 1993;
WITTEN et al., 1998; MESEGUER et al., 1994; CUESTA et al., 1999).

Os neutrodfilos sdo células polimorfonucleares que podem ser encontradas no
sangue, tecidos linféides e na cavidade peritoneal (SECOMBES, 1996). Possuem a
capacidade de fagocitar e produzir anions superéxidos que atuam como bactericida
extracelular (PLYZYCZ et al., 1989). Em situacdes de estresse, a quantidade dessas
células pode aumentar significativamente em 24 horas (SECOMBES, 1996).

Os eosindfilos atuam nos processos de inflamagao e na defesa celular mediante
a degranulagao, e se encontram distribuidos pelo tecido conjuntivo, especialmente no
trato gastro-intestinal, nas branquias e na corrente sanguinea quando ha infestagdo de
parasitos. Ja os basofilos sdo raros na maioria dos peixes (HINE, 1992).

Os fagécitos supra citados (neutréfilos, eosinofilos, monocitos e macréfagos)
exercem importante fungdo na modulacdo do sistema imune inato pela fagocitose e
consequente exterminio do patéogeno (VERLHAC e GABAUDAN, 1997). Durante o
processo da fagocitose ocorre grande aumento do consumo do oxigénio molecular,
mecanismo conhecido como “burst” oxidativo, que decorre pela redu¢cao do oxigénio em
anion superoxido que, através da acdo da enzima superéxido dismutase (SOD) forma
peroxido de hidrogénio (H,0O,). Este peroxido de hidrogénio sofre agdo da enzima
mieloperoxidase (MPO) liberada pelos leucdcitos granulares, se transformando em
hipoclorito levando a producdo de cloraminas. Todas estas espécies reativas de
oxigénio (EROs) contribuem ativamente para sua destruicdo, pois sdo substancias
oxidantes que atuam sobre membranas de microorganismos (VERLHAC et al., 1998).

A determinacédo das EROs produzidas pelo “burst” oxidativo pode ser detectada
por ensaio colorimétrico baseado na redugao do corante nitroblue tetrazolium (NBT) que
forma precipitados de material insoluvel com coloracdo azul escuro no interior do
fagdcito, denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990).

As células citotoxicas denominadas exterminadoras naturais ou “natural Killer-
NK”, possuem a fungao de lisar células estranhas ou infectadas por virus sem que estas

expressem algum antigeno ativador da resposta imune especifica, embora néo
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proporcionem memoria imunolégica (GREENLEE et al., 1991). Essas células atuam
mesmo em temperaturas abaixo do conforto térmico, porém ocorre supressdo de sua
atividade em condi¢des de estresse (LEMORVAN-ROCHER et al., 1995; SECOMBES,
1996).

Por outro lado, a resposta imune especifica leva a formacdo de anticorpos e
memoria imunolégica apds o reconhecimento do agente invasor pelas células do
sistema imune e também se apresenta dividida em resposta imune humoral e celular
(SECOMBES, 1996).

Pela via humoral apds invasao de microorganismos patogénicos, os linfocitos B
de um orgao linféide, que possuem na membrana receptores especificos para
antigenos, dividem-se e formam células que sofrem diferenciacdo, originando
plasmocitos (linfécitos B ativados) e células de memdria, que produzem anticorpos
especificos para cada antigeno. Essas células de memdria estdo aptas a responder
prontamente a um proximo contato com o antigeno (SECOMBES, 1996).

A via celular é representada pelos linfécitos T (linfécitos T auxiliares, linfocitos T
citotéxicos, linfécitos T supressores e linfocitos T memaoria) que possuem a capacidade
de reconhecer antigenos que se ligam aos marcadores de superficie de macrofago e
assim promover a sua proliferacao (SECOMBES, 1996).

Os peixes sao suscetiveis a doencas causadas por agentes como bactérias,
fungos, virus e parasitos. Porém, diversos fatores atuam para que o sistema
imunolégico seja ou nao eficaz frente a enfermidade (BALFRY e HIGGS, 2001). Em
diversas espécies de teledsteos, € comum ocorrer variabilidade individual nas respostas
fisiolégicas (DEMERS e BAYNE, 1997), principalmente devido a variacdo genética,
alteragdes ambientais, condi¢gdes de estresse, nutricdo e patdégeno ao qual o peixe &
exposto (SHOEMAKER et al., 2001). E importante observar que ocorre a interagdo de
todos os mecanismos do sistema imune para promover protecdo externa e interna
contra agentes infecciosos (FERNANDEZ et al., 2002).

Alguns imuno-estimulantes atuam sobre o sistema imune e sobre as células de
defesa, como o beta glucano (1,3 B-glucano), que atua diretamente sobre os
macrofagos, melhorando sua atividade fagocitaria, além de ativar a liberacdo de

interleucina do tipo |, que estimula a multiplicacdo de linfocitos T e a producédo de
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interferon (RAA et al., 1992). Atua também no aumento das respostas dos anticorpos
pela modulagdo do sistema complemento (VERLHAC et al., 1998). Assim, a utilizagédo
de 1,3 B-glucano é uma alternativa para estimular o sistema de defesa especifica e
inespecifica na criacao de peixes.

O 1,3 B-glucano age também sobre as células fagociticas ou fagdcitos
(neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos e macrofagos), melhorando sua capacidade de
fagocitose. Essas células degradam os microorganismos por fagocitose, pelo aumento
do consumo de oxigénio molecular, processo conhecido como atividade respiratéria ou
burst oxidativo, com producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sao
altamente oxidantes e contribuem ativamente para destruigdo dos microorganismos. As
EROS podem ser detectados por ensaios colorimétricos que produzem precipitados de
material insoluvel com coloragado azul escuro, chamados de granulos de formazan, que
sdo uma forma reduzida do corante NBT (KLEIN, 1990; VERLHAC e GABAUDAN,
1997).

ESTRESSE EM PEIXES

O estresse pode ser descrito como uma condigdo na qual a homeostase de um
organismo é alterada por um estimulo interno ou externo. Essas alteragdes resultam em
respostas que podem ser mensuradas quantitativamente para verificar a gravidade do
agente estressor (BARTON e IWAMA, 1991).

O crescimento da piscicultura intensificou os manejos, durante os quais os
peixes enfrentam diversas situagdes geradoras de estresse, como a captura, transporte,
confinamento, mudancgas na qualidade da agua entre outros. Porém, os agentes
estressores em aquicultura sao inevitaveis, principalmente em condigdes de criacao
intensivo (URBINATI e CARNEIRO, 2004).

Os peixes, quando expostos as situacbes adversas, sofrem uma série de
mudangas bioquimicas e fisioldgicas desencadeadas para adaptagao do peixe a nova
situacdo. Essas respostas sdo organizadas em primarias, secundarias e terciarias. As

respostas primarias representam as respostas neuroenddécrinas e enddcrinas, incluindo
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a rapida liberagdo de hormdnios do estresse (catecolaminas e cortisol) na circulagéo,
enquanto as respostas secundarias, resultado da acao dos horménios liberados, sao
alteragdes bioquimicas e fisiolégicas no metabolismo da glicose, do acido lactico e do
glicogénio hepatico e muscular, bem como em indicadores hematolégicos como numero
de células vermelhas e brancas e no equilibrio hidroeletrolitico, ou seja, na
concentragcao plasmatica dos ions cloro, sédio, potassio, proteinas e osmolaridade
(WENDELAAR BONGA, 1997).

As respostas terciarias ocorrem apos periodos longos de estresse, quando o
sistema imune dos peixes se mostra comprometido, com resposta suprimida (ELLIS,
1981, NARNAWARE et al.,, 1994), sendo comum o aparecimento de doengas
(WALTERS e PLUMB, 1980).

Uma das respostas de estresse mais importante € a produgao de cortisol que
causa diversas alteragdes no organismo, afetando o comportamento e a fisiologia dos
peixes, atuando no metabolismo dos carboidratos, das proteinas e dos lipidios e agindo
como um hormoénio hiperglicemiante, através do aumento da gliconeogénese no figado,
apos protedlise periférica (MOMMSEN et al., 1999).

A producédo de cortisol pelos peixes como resposta terciaria ao agente estressor
€ também capaz de promover alteragdes da resposta imune nos peixes. O cortisol
suprime as fungdes dos linfécitos, macrofagos e neutrofilos, consequentemente
aumentam a susceptibilidade dos peixes a doengas (PICKERING et al., 1982). A
imunossupressao causada pelo cortisol provoca aumento da susceptibilidade dos
peixes as doencgas nos sistemas intensivos de producéo, principalmente onde os fatores
ambientais sao desfavoraveis (BURRELLS et al., 2001)

Nestes ambientes as perdas sdo evidentes e podem inviabilizar a producgao.
Porém uma medida profilatica é a utilizagdo de imuno-estimulantes, promovendo maior
eficiéncia da resposta imune para infec¢des contra agentes patogénicos e oportunistas,
e na tentativa de reduzir os efeitos imunossupressivos do estresse (ANDERSON, 1992;
SELVARAJ et al., 2005).

O uso de substancias imuno-estimulantes na alimentacdo é uma medida
profilatica, pois a maioria dos microorganismos que causam doengas em peixes €

descrita como oportunista, acarretando problemas quando os peixes ndo estdo em
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homeostase organica. Dessa forma, os imuno-estimulantes administrados durante a
criacdo, previamente a manejos estressantes, podem melhorar significativamente as

condi¢des de saude dos peixes e a produgao.

NUTRIGAO E SAUDE DE PEIXES

A criacao extensiva é uma técnica de produg¢do em aquicultura mais utilizada nas
ultimas décadas, principalmente devido ao baixo custo de manuten¢ao. Por outro lado,
a auséncia de balanceamento de nutrientes resulta em baixa eficiéncia de producao
(PEZZATO, 1990).

O uso de criagdes semi-intensivas ou intensivas garantiu a viabilidade econdmica
da producgao de peixes. Essa transformacgao progressiva foi possivel devido a técnicas
modernas de aquicultura, onde a nutricdo, sanidade e manejos sdo controlados,
visando aumentar a quantidade de biomassa de animais produzidos por area.

A intensificacdo da produc&o ocorreu a custa do fornecimento constante de
alimento nutricionalmente adequado. Assim, uma vez que tal suprimento de alimento
perfaz de 30 a 70% do total dos custos operacionais da aquicultura intensiva
(KAUSHIK, 1989), o manejo nutricional se tornou um fator extremamente importante
para o sucesso de criagao intensiva.

A determinagao das exigéncias nutricionais é fundamental para elaboragdo de
dietas com menor impacto ambiental e de baixo custo, principalmente daquelas
utilizadas nos sistemas de producdo de peixes com elevadas taxas de crescimento
(BARBOSA, 1987; PAIXAO e HANCZ, 1989; FURUYA et al., 1999).

A nutricdo dos peixes é fundamental para sua saude, pois apds a ingestédo, o
suprimento energético é utilizado para a manutengdo dos processos vitais e o restante
para o crescimento (HEPHER, 1988). Assim, o alimento além de adequado para
viabilizar a producdo, deve ser qualitativamente e quantitativamente suficiente para
manutencdo da higidez (BARROS et al., 2006). Quando estes sofrem restricao
alimentar muito grave, suas reservas energéticas sao utilizadas, consequentemente ha
perda de proteina muscular e fluidos corpéreos, além de atraso no crescimento ou

perda de peso. Essa condicdo de desnutricdo acarreta um comprometimento da
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capacidade de reacdo do sistema imune produzir a defesa inespecifica e especifica
(KUMARI et al., 2005; SAURABH E MOHANTA 2006).

Dessa maneira, na tentativa de se atender tanto a nutricdo quanto a saude dos
peixes, um novo conceito em balanceamento nutricional estd em desenvolvimento.
Diversas areas estdo aprofundando pesquisas para encontrar alimentos que, além de
suprir as exigéncias nutricionais, possuam outras fungdes. Esses nutrientes,
considerados funcionais, atuam melhorando a capacidade de manter o equilibrio
organico frente a situagdes adversas nos sistemas intensivos.

Os alimentos funcionais podem estar organizados em compostos vitaminicos,
minerais, oligossacarideos entre outros, que atuam para a manutencdo ou melhora do
sistema imune. A administracdo desses compostos adicionados a ragcdo € uma forma
indireta e eficaz que n&o atua como fator de estresse, sendo essa uma via de
administragdo adequada (BARROS et al., 2006).

Assim, o estado nutricional do peixe é fundamental para determinar suas
respostas frente a desafios diversos, tais como uma possivel infec¢cdo, manejo ou ainda
restricdo alimentar rigorosos. Sendo esse um fator determinante da capacidade de

prover energia e retornar a homeostase apos esses periodos estressantes.

Aeromonas hydrophila

Agente Etiolégico

O género Aeromonas tem uma taxonomia complexa. Ja pertenceu a familia
Pseudomonadaceae, de acordo com a 72 edicao de “Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology”, porém na 82 edicdo foi classificada como pertencente a familia
Vibrionaceae. Finalmente, em 1986, Cowell propés a classificagdo na familia
Aeromonadaceae, como descrito no “Taxonomic Outline of the Procaryotic Genera
Berger's Manual of Systematic Bacteriology” (GARRIT et al., 2001).

A Aeromonas hydrophila € uma bactéria gram negativa, ndo encapsulada, com
respiragado aerobia ou anaerdbia facultativa, tem a forma de bastonete moével, possui

flagelos polares e nédo produz esporos (STOSKOPF, 1993). Sdo produtoras das
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enzimas catalase e oxidase, fermentadoras de glicose e de outros carboidratos,
crescem na auséncia de cloreto de sddio (NaCl), em temperaturas minimas de 0 a 5 °C
e maximas de 38 a 41 °C, em pH entre 5 a 9. Sdo produtoras de citotoxinas,
enterotoxinas, proteases, endotoxinas, adesinas, proteinases e quitinases, além de
possuirem ampla distribuicdo geografica (ALTWEGG e GEISS, 1989).

Aparecimento da doencga

A Aeromonas hydrophila é gram negativa e onipresente no ambiente aquatico,
bem como habitante natural do trato gastrintestinal, principalmente os intestinos dos
peixes. E'0 agente etiolégico da septicemia hemorragica, sua ocorréncia € comum em
espécies de peixes de agua doce de todo o mundo (HOLLIMAN, 1993)

O aparecimento de doenga causada por A. hydrophila estda comumente
relacionado com excesso de matéria organica na agua (POST, 1987) e com situagdes
de estresse ou presenca de parasitos (MARTINS, 2000). Assim, a ocorréncia de
infestacao por A. hydrophila pode significar ma qualidade da agua do cultivo, além de
risco para a saude dos peixes, dos trabalhadores e dos consumidores (VIEIRA, 2003).

A doenga provocada pela A. hydrophila € considerada um grave problema
econdmico (VIEIRA, 2003), e o uso indiscriminado de antibiéticos em doses sub-
terapéuticas na racao dos peixes resultou em aumento da resisténcia das bactérias em
todo o mundo (VIVEKANANDHAN et al., 2002).

Diante deste problema, diversas pesquisas foram realizadas para se avaliar a
eficacia da utilizagcdo de imuno-estimulantes em casos de infestacdo por Aeromonas.
KUMARI e SAHOO (2006) testaram o B-glucano na ragao de Clarias batrachus por trés
semanas e observaram que a partir da primeira semana a mortalidade, apos desafio
com A. hydrophila, foi menor que nos animais do tratamento controle. MISRA et al.
(2006a) administraram 0,01%, 0,025% e 0,05% de B-glucano na ragao de Labeo rohita
jovens por 56 dias e inocularam com A. hydrophila e Edwardsiella tarda. Observaram
melhora em parametros imunolégicos e na sobrevivéncia quando os peixes receberam
0,025% e 0,05% de B-glucano.
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Outros autores que utilizaram A. hydrophila observaram diminuicdo da
mortalidade e melhora nas respostas imunes. SELVARAJ et al. (2005) administraram o
1,3 B-glucano em carpas por via oral, intraperitoneal e por imersdo, e em todos os
tratamentos a sobrevivéncia dos animais tratados foi maior que a dos controles. MISRA
et al. (2006b) testaram B-glucano por via intraperitoneal, quatro vezes a cada duas
semanas, e observaram maior sobrevivéncia em relagdo ao controle, além de protecao
em longo prazo.

Assim, devido as caracteristicas da Aeromonas hydrophila, como agente
patogénico eficiente em peixes, na verificacdo da qualidade imunoldgica, essa bactéria

foi escolhida como modelo no presente experimento.

Sinais clinicos e controle de infecgcoes causadas por Aeromonas hydrophila

A A. hydrophila € um dos mais importantes patdogenos oportunistas de peixes de
agua doce, sendo o agente etioldégico da septicemia hemorragica, caracterizada pela
presenca de petéquias, equimoses e grandes lesdes na superficie da pele,
principalmente no opérculo e nas branquias, além de causar lesdes ulcerativas em toda
a extensdo do corpo, exoftalmia e distensdo abdominal. Pode provocar acumulo de
liquido abdominal (ascite), alteragbes hepaticas e renais, além de anemia (AUSTIN e
AUSTIN, 1987; MERINO et al., 1995; KIROV et al., 2002).

WAKABAYASHI et al. (1981) relatou que em bagre japonés de agua doce, apos
injetar suspensdes bacterianas de A. hydrophila por via intramuscular, o aparecimento
de edema, necrose no local das aplicagdes, hemorragia na cavidade abdominal e
exoftalmia.

O controle de enfermidades pode ser feito por diversos processos, porém como
no Brasil ndo ha regulamentagéo para uso de quimicos na agua de pisciculturas, muitos
procedimentos sao realizados sem indicagcdo profissional. Muitas vezes, além da
utilizacdo no controle de infecgbes bacterianas também sao utilizados como medida
profildtica, o que pode agravar a infecgdo ou ainda causar resisténcia bacteriana,
principalmente devido a facilidade das bactérias em adquirir ou transferir genes de
resisténcia (GONI-URRIZA et al., 2000; RHODES et al., 2000).
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O uso continuo de antibidticos pode causar aumento da frequéncia de isolados
bacterianos resistentes e aumentar quantitativamente a resisténcia, dificultando
tratamentos futuros e elevando o risco para a cadeia alimentar humana (FAO, 2002).

A alternativa utilizada por muitos piscicultores € o banho de imersdo em uma
solugao de cloreto de sddio (NaCl), o sal comum. O sal promove aumento da produgao
de muco pela pele dos peixes, 0 que protege o tegumento de invasdes bacterianas.
Outra fungdo do sal é a diminuigdo do gradiente osmotico entre a agua e o peixe,
evitando assim a perda de ions para a agua (WURTS, 1995).

Por outro lado, a profilaxia € o melhor método para manter peixes em estado de
higidez pode ser alcangado por meio de nutricdo, manejo e densidade adequados. A
nutricdo pode ser ainda suplementada com produtos que irdo melhorar o sistema de
defesa e consequentemente preparam melhor os peixes para situagdes adversas. Entre
esses produtos, estdo os imuno-estimulantes administrados pela racéo, incluindo o 1,3
B-glucano, um imuno-estimulante biolégico que melhora o sistema imunoldgico pelo
aumento da atividade bactericida das células fagocitarias, além de promover a

produgdo de células citotoxicas ndo especificas e anticorpos (SAKAI, 1999).

BETA GLUCANO

Acgao imuno-estimulante

No Brasil, o crescimento da piscicultura intensiva ocasionou o aumento da
ocorréncia de doengas, e as consequentes perdas na produgao trouxeram prejuizo
econémico (COSTA, 2003). O uso indiscriminado de antibiéticos como forma de reduzir
as doengas tem apresentado resultados pouco satisfatérios, ja que o0 sucesso na
utilizacdo de um quimico depende da adequada administragcdo e interacdo com
patégenos, tanto na prevencdo como na cura de infecgdes (GRAM et al., 1999).

Os probidticos sédo definidos como microrganismos vivos que, adicionados aos

alimentos, afetam beneficamente o hospedeiro pela melhora do balango intestinal
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(FULLER, 1989) e na prevencgao de doencas (MATTAR et al., 2001). Na tentativa de
evitar a utilizacdo excessiva de antibidticos e conseqliente resisténcia bacteriana
(VERSCHUERE et al., 2000), diversos estudos tém avaliado o uso de substancias que
atuem como alternativa aos antibidticos, e um substituto € o uso de probidticos no
controle de doengas (GILDBERG et al., 1997; GRAM et al., 1999; NIKOSKELAINEN et
al., 2001).

Nos ultimos anos, devido a intensificagcao de piscicultura, varias substancias com
caracteristicas imuno-estimulantes despertaram interesse pelos efeitos nos
mecanismos de defesa dos peixes. Dentre elas, destacam-se substancias quimicas
sintéticas (levamisole, FK-565 — isolado de culturas de Streptomyces olivaceogriseus),
substancias biolégicas (derivados de bactérias, polissacarideos, extrato animal e
vegetal), fatores nutricionais (vitaminas C e E), horménios (prolactina € horménio do
crescimento), citocinas (polipeptidios e glicoproteinas) (RAA, 1996, SAKAI, 1999).
Esses imuno-estimulantes, extratos biolégicos ou sintéticos, melhoram o sistema imune
pelo aumento da atividade bactericida de células fagocitarias, como macréfagos,
neutrofilos e mondcitos, e promovem a produgao de células citotoxicas nao especificas,
anticorpos e lisozima (SAKAI, 1999).

Entre os imuno-estimulantes, inclui-se o B-glucano, definido como uma cadeia
linear de poli-glicoses, derivado de levedura, fungos e micélio de fungos (ROBERTSEN
et al., 1994). Este também pode ser encontrado em cereais, principalmente aveia e
cevada (GENC et al., 2001). Além das propriedades farmacoldgicas encontradas nos
polissacarideos de origem vegetal, os de origem fungica apresentam propriedades anti-
tumoral, imuno-modulatéria, anti-viral, anti-microbiana e anti-parasitaria (WASSER e
WEIS, 1999).

A estrutura do B-glucano determina sua atividade, sendo que B-glucanos com
poucas cadeias laterais possuem atividade limitada (GANNAM e SCHROCK, 2001). As
moléculas lineares como as do 1,6 B-glucano sdo ativas apenas no final da cadeia,
possuindo baixa capacidade de encontrar seu receptor nas células (DUGGER e JORY,
1999). Assim, a utilizagdo de extratos de B-glucano com estrutura composta por cadeia

principal com unidades de glicose com ligagao B 1-6 e cadeias laterais com ligagdes 3
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1-3 facilitam a estimulacdo dos mecanismos de defesa n&o especifica dos animais,
incluindo os peixes (ROBERTSEN et al., 1990; FIGUERAS et al., 1998).

Nestes, o 1,3 B-glucano promove a producdo de proteinas liticas, tais como
lisozima e as do sistema complemento (CHEN e AINSWORTH, 1992; ENGSTAD et al.,
1992; FIGUERAS et al., 1998; ORTUNO et al., 2001), além de estimular a atividade
fagocitaria dos macréfagos (ROBERTSEN et al., 1990; GALEOTTI, 1998).

O mecanismo de atuagdo do 1,3 B-glucano foi inicialmente explicado pela
ativacdo da hematopoiese (DI-LUZIO, 1985), porém, pesquisas posteriores relataram
que o 1,3 B-glucano liga-se a receptores celulares presentes nos macréfagos,
estimulando, assim, sua atividade fagocitaria (ENGSTAD e ROBERTSEN, 1993).

ENGSTAD e ROBERTSEN (1993) apresentaram evidéncias da existéncia de
receptores para 1,3 B-glucano em macréfagos de salméo do Atlantico, corroborando a
premissa de que 1,3 B-glucanos induzem a defesa anti-bacteriana em peixes. A
proteina receptora da membrana em macrofagos para 1,3 B-glucano também foi
encontrada na hemolinfa de crustaceos (CERENIUS et al., 1994).

Os macréfagos sao fundamentais na resposta imune especifica, ativando os
linfocitos através do reconhecimento e processamento de antigenos (SECOMBES e
FLETCHER, 1992). Através da administracdo de 1,3 [B-glucano e sua ligacado aos
receptores especificos dos macréfagos, ocorre aumento do processo respiratorio
(“respiratory burst”) que, por sua vez, desencadeia a producéo de radicais superéxidos
(02, peroxido de hidrogénio (H,0.), radicais hidroxilas (OH") e oxigénio (O,), todos
com atividade bactericida (VERLHAC et al., 1998).

Em peixes, a fagocitose é um importante elemento de defesa contra
microorganismos. De acordo com OLIVER et al. (1986), a incluséo de 1,3 -glucano na
dieta de truta elevou a atividade fagocitica e a frequéncia respiratéria dos macrofagos.
Corroborando essas observagées, ANDERSON (1992), SAHOO e MUKHERJEE (1999)
e SAKAI (1999) relataram que diversas espécies de peixes, em condi¢des saudaveis e
estressantes, quando alimentados com 1,3 [B-glucano, apresentaram melhora da
imunidade especifica e nao especifica, além do aumento da protegdo contra

microrganismos infecciosos.
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Em mamiferos, o B-glucano tem se mostrado eficiente na estimulagédo de
mecanismos anticancerigenos, além de aumentar a resisténcia imune para uma gama
de patdgenos, sendo assim considerado um bom imuno-estimulante (DI-LUZIO, 1985;
SELJELID et al., 1987).

A administracédo do 1,3 B-glucano estimula o sistema imunologico n&o especifico
do animal, influenciando o aumento dos fatores do sistema complemento, a atividade de
lisozima, e principalmente os macrofagos, promovendo protegdo contra muitas doengas
(JENEY e ANDERSON, 1993; VERLHAC et al., 1996; SANTAREM et al., 1997;
CASTRO et al., 1999).

Vias de administragao do p-glucano

A forma de atuacéo do 1,3 B-glucano € complexa, porém ha um consenso de que
a forma de administracdo pode afetar sua eficacia. GANNAM e SCHROCK (2001)
observaram que a via injetavel € mais eficaz, porem € mais invasiva, assim a forma
ideal para administragdo do imuno-estimulantes é através da dieta.

O efeito imuno-modulatério do 1,3 B-glucano pode ser diferente dependendo da
espécie de peixe estudada, tempo de administragdo, via de administracdo, dose e
associagdo com outros imuno-estimulante (RAA et al., 1992; YOSHIDA et al., 1995;
DUNCAN e KLESIUS, 1996; Sakai, 1999). O efeito benéfico do 1,3 B-glucano de
leveduras no sistema imune ja foi constatado em salmdo (ROBERTSEN et al., 1990),
bagre africano (CHEN e AINSWORTH, 1992), truta arco-iris (ANDERSON e SIWICKIi,
1994) e pacu (FALCON, 2007; ABREU, 2007).

O uso de imuno-estimulantes nas dietas aumentou a resisténcia a doengas em
dourada (Sparus aurata), linguado (Paralichthys olivaceus) e carpa (COUSO et al.,
2003; KWAK et al., 2003). Entretanto, de acordo com RAA et al. (1992), YOSHIDA et al.
(1995) e DUNCAN e KLESIUS (1996), a injecao intraperitoneal promove respostas
imunes melhores em relagdo a via oral. SAKAI (1999) relatou que a melhora na
imunidade causada pelo 1,3 B-glucano esta relacionada a administragdo por periodo
curto, pois de acordo com MATSUO e MIYAZONO (1993) trutas inoculadas com Vibrio

anguillarum apresentaram diminuigdo da imunidade apds administragdo em longo prazo
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de B-glucano, bem como em bagre africano (Clarias gariepinus) (YOSHIDA et al.,
1995), sugerindo um efeito negativo apds longos periodos de administragao.

O efeito do B-glucano em administragdes curtas ou prolongadas em Clarias
batrachus foi estudado por KUMARI e SAHOO (2006) que administraram 0,1% de B-
glucano na ragado por 21 dias e apos esse periodo inocularam os peixes com
Aeromonas hydrophila, constatando que o imuno-estimulante, apés uma semana de
administragcdo, melhorou a resposta imune ndo especifica e a resisténcia a doencga.

A administracéo de p-glucano em Sparus aurata levou a prevencgéo e reducao da
mortalidade dos peixes quando expostos ao agente da pasteurelose (COUSO et al.,
2003). O beneficio do 1,3 B-glucano também foi observado por SAHOO e
MURKHERJEE (2002), que avaliaram os efeitos de trés imuno-estimulantes, as
vitaminas C e E e o B-glucano, adicionados na rac&o de Labeo rohita e concluiram que
0 B-glucano foi o mais efetivo imuno-modulador para a espécie, melhorando o titulo de
aglutinacéo e reduzindo a mortalidade.

ANDERSON (1992), ROBERTSEN et al. (1994) e SAKAI (1999) relataram que a
utilizagdo de 1,3 B-glucanos em peixes melhorou a atividade do sistema imune n&o
especifico e aumentou a resisténcia contra certos patogenos. ROBERTSEN et al.
(1994) observaram que a utilizagdo de 1,3 B-glucano de parede celular da levedura,
Saccharomyces cerevisae, na aquicultura, ndo deixa residuos do produto na agua.

Segundo RAA et al. (1992), a suplementagcado com 1,3 B-glucano em peixes induz
a ativacao dos macrofagos, que promovem a liberagéo de interleucina do tipo |, a qual
estimula a multiplicacdo de linfécitos T e a produgao de interferon, desencadeando
dessa maneira a defesa imune nao especifica.

O 1,3 B-glucano aumentou as respostas dos anticorpos em truta arco-iris por
ativacdo e modulagéo do sistema complemento (VERLHAC et al., 1998). O sistema
complemento em peixes atua destruindo os microrganismos invasores através da lise
osmotica (LANDOLT, 1989). Esses resultados demonstram que o 1,3 B-glucano € um
imuno-estimulante de acao completa, atuando na melhora da defesa especifica e
inespecifica, e ainda reduzindo os efeitos imuno-supressivos do estresse (ANDERSON,
1992).
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Com base no exposto, os objetivos do trabalho foram avaliar as respostas
fisiologicas, imunologicas e a resisténcia de pacus alimentados com duas

concentragoes de 1,3 B - glucano apds inoculagéo de Aeromonas hydrophila.
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ADMINISTRAGAO ORAL DE 1,3 B-glucano EM PACU. RESPOSTAS
FISIOLOGICAS, IMUNOLOGICAS E RESISTENCIA A INOCULAGAO COM
Aeromonas hydrophila.
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RESUMO

O pacu, Piaractus mesopotamicus, € uma espécie que despertou grande interesse, € 0
uso de 1,3 B-glucano tem se mostrado eficaz na imunoestimulagdo e diminuigao da
mortalidade por patégenos oportunistas em diversas espécies de peixes. Assim, para
avaliar as resposta da administracdo oral de 1,3 B-glucano em pacu, Piaractus
mesopotamicus, frente a inoculagcdo com Aeromonas hydrophila, este experimento foi
realizado em um delineamento inteiramente casualizado com 18 tratamentos em
esquema fatorial 3x3x2, sendo trés niveis de 1,3 B-glucano na ragéo (0%, 0,1% e 1%),
trés tempos de alimentacédo (7, 15 e 30 dias) e desafio com A. hydrophila (antes e
depois), com trés repeticdes (aquarios) por tratamento. Ao final de cada periodo de
administragao, peixes de cada tratamento foram desafiados com cepas de A. hydrophila
para avaliagdo do efeito protetor do B-glucano. Esses peixes ficaram sob observagéo
para determinacdo da mortalidade, e no 7° dia apds a inoculagcdo bacteriana, foi
realizada uma amostragem de material bioldgico adicional nos peixes sobreviventes de
todos os dezoito tratamentos. A mortalidade observada apés 7 dias de alimentacéao foi
maior no grupo controle e menor nos peixes alimentados com 0,1% de 1,3 B-glucano.
Apés a inoculagédo da A. hydrophila, células leucocitarias (linfocitos, mondécitos, célula
granulocitica), e numero de trombdcitos apresentaram-se aumentados, bem como os
niveis de proteina total, principalmente nos peixes alimentados por 7 dias, e a atividade
respiratéria dos leucocitos- "burst" oxidativo- sendo superior nos peixes arragoados com
1% de 1,3 B-glucano por 30 dias. Assim, o 1,3 B-glucano € um imuno-estimulante capaz
de promover melhora nas respostas fisiolégicas e imunoldgicas dos peixes frente a

inoculagao de A. hydrophila.

Palavras Chaves: Piaractus mesopotamicus, Aeromonas hydrophila, 1,3 B-glucano,

respostas imunolégicas, mortalidade.
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INTRODUGAO

A intensificagdo da piscicultura no Brasil despertou grande interesse de
produtores e pesquisadores em muitas espécies de peixes com caracteristicas
zootécnicas importantes. Entre eles esta o pacu (Piaractus mesopotamicus) um dos
peixes nativos de maior importancia no Brasil e dos mais estudados nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, pelo grande interesse para a piscicultura comercial e
a pesca esportiva (URBINATI e GONCALVES, 2005), entretanto, praticamente nada se
conhece sobre estudos que exploram respostas imunologicas da espécie (ABREU et
al., 2006a, b).

O crescimento da piscicultura intensificou os manejos, durante os quais o0s
peixes enfrentam diversas situagdes geradoras de estresse, como a captura, transporte,
confinamento, mudangas na qualidade da agua entre outros. Porém, os agentes
estressores em aquicultura sdo inevitaveis, principalmente em condicées de cultivo
intensivo, consequentemente ocorre o aparecimento de surtos de doengas (URBINATI
e CARNEIRO, 2004).

O uso de quimioterapicos e antibidticos € muito criticado devido ao impacto
negativo no ambiente, pelo acumulo de residuos, desenvolvimento de resisténcia as
drogas, imunossupressao, além do impacto negativo sobre os consumidores, com
consequente diminuigdo do consumo de peixes (ANDERSON, 1992). Esse fato
estimulou, na ultima década, o uso de imuno-estimulantes na prevencéo e controle de
doencas e estudos para avaliar a eficacia de sua utilizagdo como promotores do
mecanismo de defesa ndo especifico, ativando assim, a protegdo precoce contra
infeccdes (SAKAIL1999; SAHOO e MUKHERJEE, 2001; SELVARAJ et al., 2005).

As respostas do sistema imunologico dos peixes contém dois componentes: uma
resposta inata ou n&o especifica e outra especifica, de memadria imunoldgica, induzida
pelos antigenos (BERNSTEIN et al.,, 1998). A resposta inata atua de forma né&o
especifica através de alguns compostos, que sao proteinas e glicoproteinas, entre elas
a lisozima, interferon, proteina C reativa, transferrina, lectina e sistema complemento
(SECOMBES, 1996; SHOEMAKER et al., 2001).
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A lisozima é uma enzima que atua em membranas de diversas espécies de
bactérias. E encontrada principalmente nos locais onde ha maior probabilidade de
ocorrer invasao bacteriana e em tecidos que possuam grande quantidade de leucocitos,
como pele, boca, branquias, trato digestério e ovos (OOHARA et al., 1991; YOUSIF et
al., 1991). Também pode ser encontrada em neutrofilos e mondcitos (MURRAY e
FLETCHER 1976), atuando de forma global na defesa contra microorganismos
invasores (LIE et al., 1989).

O sistema complemento é constituido por um conjunto de proteinas soluveis no
plasma, que atua nos processos biologicos de fagocitose, opsonizagéo, quimiotaxia de
leucdcitos e inativagao de toxinas liberadas por bactérias (SECOMBES, 1996), além de
ser considerado o principal mediador do processo inflamatério (MATSUYAMA et al.,
1988; OURTH e WILSON, 1982; NONAKA et al., 1981; ROED et al., 1992). Estas
proteinas normalmente se encontram na forma inativa na circulacdo ou em baixos
niveis de ativagado espontanea, e sua ativagcao ocorre pelas vias classica e alternativa.
(MULLER-EBERHARD, 1988). A via classica é ativada principalmente por complexos
antigeno-anticorpo e imunoglobulinas agregadas, enquanto a via alternativa nao
depende da presenca de imunoglobulinas para ser ativada, a presenca de certos
fungos e bactérias, alguns tipos de virus e helmintos sdo suficientes para a produgao
das proteinas soluveis no plasma. (KOPPENHEFFER, 1987).

A resposta inata tem também um componente celular composto por células
fagociticas ou fagocitos (neutrofilos, eosinofilos, mondcitos e macrofagos) que realizam
a degradacao de microorganismos por fagocitose. Durante o processo ocorre aumento
do consumo de oxigénio molecular, conhecido como atividade respiratéria ou burst
oxidativo, com produgado de espécies reativas de oxigénio (EROs), que séo altamente
oxidantes e contribuem ativamente para a destruicdo dos microorganismos (KLEIN,
1990; VERLHAC e GABAUDAN, 1997).

O B-glucano € um imuno-estimulante definido como uma cadeia linear de poli-
glicoses derivado de leveduras, fungos e micélio de fungos que estimulam os
mecanismos de defesa n&o especifico dos animais, incluindo peixes (ROBERTSEN et
al., 1990; ROBERTSEN et al., 1994; FIGUERAS et al., 1998). Nos peixes, esse imuno-

estimulante pode ativar a agao fagocitica de macréfagos, aumentando a capacidade de
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defesa contra patdégenos (JORGENSEN et al., 1993; JORGENSEN e ROBERTSEN,
1995; COOK et al., 2003), reforgar outros fatores imunes nao especificos, tais como a
atividade do sistema complemento e lisozima (ENGSTAD et al., 1992; PAULSEN et al.,
2001), além de aumentar a taxa de crescimento (COOK et al., 2003).

O B-glucano pode ser administrado por via oral, pela ragdo, ou ainda por injecao
intraperitonial. De acordo com RAA et al. (1992), YOSHIDA et al. (1995) e DUNCAN e
KLESIUS (1996), a injec&o intraperitonial promoveu melhores respostas imunologicas
em relacdo a via oral, embora seja um manejo que exige manipulacado frequente.
Quando administrado por via oral, o 1,3 B-glucano promoveu protegao efetiva para
varias espeécies de peixes contra multiplos patégenos, como Aeromonas hydrophila
(KWAK et al.,, 2003; SELVARAJ et al.,, 2005), Edwardsiella tarda (SAHOO e
MUKHERJEE, 2002) e Vibrio salmonicida (RAA et al., 1992).

A A. hydrophila é uma bactéria gram negativa largamente distribuida nos
ambientes aquaticos (MASSA et al., 2001; GONZALEZ et al., 2002), que pode infectar
peixes, anfibios, répteis e mamiferos, e também o homem (JANDA e ABBOTT, 1998;
Vivas et al., 2004). As doencas causadas pela A. hydrophila tém grande impacto na
aquicultura (AUSTIN e AUSTIN, 1999) e podem ser evitadas com tratamentos
profilaticos, uso de imuno-estimulantes ou por medidas curativas (VIVAS et al., 2004). A
utilizagdo de B-glucano melhorou o sistema imune de diversos peixes, pelo aumento da
atividade bactericida das células fagocitarias, promogcdo da producdo de células
citotdéxicas nédo especificas e anticorpos, além da diminuicdo da mortalidade em peixes
inoculados com Aeromonas hydrophila (SELVARAJ et al., 2005; SAKAI, 1999)

Assim, os comprovados beneficios do -glucano em diversas espécies tornaram
esse imuno-estimulante uma alternativa viavel na criagdo de peixes para evitar queda
na produgdo e perdas econdmicas para o setor produtivo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a condigdo fisiologica,
imunoldgica e a resisténcia do pacu, alimentados com 1,3 B-glucano, apos a inoculagéo

com Aeromonas hydrophila.
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MATERIAL E METODOS

Acondicionamento e manejo dos peixes

O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes Ornamentais do Centro de
Aquicultura da Universidade Estadual Paulista — Campus de Jaboticabal. Foram
utilizados 27 aquarios de polietileno com capacidade de 200 L, dispostos em sistema de
circulagao aberta, com renovagao diaria de agua proveniente de pogo artesiano cuja
temperatura se manteve préoxima de 28°C. Os peixes fornecidos pelo Centro de
Aquicultura da Unesp foram capturados, mantidos em jejum por 24 h, e apds biometria,
foram transferidos para os aquarios do laboratério. Esse procedimento € preconizado,
pois o conteudo do trato gastrintestinal pode causar variagao significativa no peso de
peixes. Foram utilizados 540 exemplares jovens de pacu, com peso médio de 68,8114 g
e comprimento padréao médio de 14,9+0,8 cm, sendo 20 peixes por aquario.

Apoés a distribuicdo dos peixes nos aquarios, estes eram sifonados a cada dois

dias para retirada de residuos (racao e fezes).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 18
tratamentos em esquema fatorial 3x3x2, sendo trés niveis de 1,3 B-glucano na ragao
(0%, 0,1% e 1%), trés tempos de alimentacdo (7, 15 e 30 dias) e desafio com
Aeromonas hydrophila (antes e depois), com trés repeticbes (aquarios) por tratamento.

Durante um periodo de 20 dias de adaptacao as condicdes do laboratorio, os
peixes foram alimentados até a saciedade aparente, com ragdo comercial (Poli-Peixe
280E Poli Nutri com 28% PB e 3.600 kcal EB kg’ de ragdo), em duas refeigdes diarias,
as 9 e 17 horas. Durante esse periodo foi oferecida racdo até a saciedade, entretanto
foi observado que a quantidade de 3% do peso vivo de ragao foi adequada para que

todos os peixes tivessem acesso ao alimento sem excessivas sobras. Assim, apos o
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periodo de adaptagédo, passaram a receber as dietas testes na quantidade de 3% do

peso Vivo.

Dietas experimentais

As dietas testes foram produzidas na Fabrica de Ragao do Centro de Aquicultura
da Unesp. Trés ragdes foram preparadas pela moagem da ragcdo comercial utilizada
(28% PB e 3.600 kcal EB. kg™') em particulas menores que 0,8 mm. A ragéo 0% de 1,3
B-glucano foi preparada apenas pela repeletizagdo do produto da moagem, enquanto
nas ragoes 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano houve adi¢do do imuno-estimulante, nas
devidas concentragbes, sendo, entdo, homogeneizadas em misturador manual,
submetidas ao processo de peletizacdo e armazenadas a -20°C até sua utilizacgao.

O 1,3 B-glucano utilizado é derivado de Saccaromyces cerevisiae e possui
nomecomerecial de Betamune®, possui 80% de atividade e foi fornecido pela
BIORIGIN (Sao Paulo, Brasil).

Protocolo experimental e Amostragens

Foi estabelecido um grupo testemunho constituido de peixes representando a
condicao basal do experimento, antes da oferta das racdes testes. Para isto, 27 peixes
foram capturados, anestesiados com benzocaina (0,1 g L) para coleta do sangue por
puncdo da veia caudal, sendo em seguida pesados e medidos. Esses peixes n&o
voltaram aos aquarios, apos esse procedimento.

Apods sete dias de alimentagdo com as ragdes experimentais, trés peixes de cada
aquario que compunha os tratamentos 1, 2 e 3 (nove peixes para cada tratamento)
foram amostrados pelo mesmo procedimento do grupo testemunha. Os 16 peixes
restantes em cada aquario, nos nove aquarios, foram anestesiados e inoculados por

injecao intraperitoneal de Aeromonas hydrophila.
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O mesmo protocolo de coleta e inoculagdo com A. hydrophila foi aplicado apés
15 dias de alimentacdo nos aquarios que compunham os tratamentos 4, 5 e 6 e apés
30 dias nos aquarios que compunham os tratamentos 7, 8 e 9. As amostras de sangue
foram processadas, congeladas e mantidas a —70 °C para posteriores analises.

Apds a inoculagao, os peixes foram transferidos para o Laboratério de Patologia
de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura para aquarios idénticos aos usados
anteriormente, com sistema de circulagdo aberta e renovagdo continua de agua
proveniente de pogo artesiano com temperatura constante (aproximadamente 28°C).
Nesse sistema, foram observados a mortalidade e os sinais clinicos, a cada 12 horas,
durante 15 dias.

No 7° dia apds a inoculagdo com a bactéria, foi realizada uma amostragem de
material bioldgico adicional nos peixes sobreviventes de todos os nove tratamentos,
respeitando o periodo de alimentagdo. A amostragem consistiu na coleta de dois peixes
de cada um dos aquarios que compdem os tratamentos (totalizando seis peixes para
cada tratamento), seguindo o mesmo procedimento para coleta de sangue

anteriormente descrito.

Desafio com Aeromonas hydrophila

As colbénias de Aeromonas hydrophila utilizadas eram provenientes do
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos, retiradas de exemplares de
Oreochromis niloticus com sinais clinicos caracteristicos de septicemia hemorragica. A
concentragdo de UFC (unidades formadoras de coldnias) utilizada foi de 1 x 10® UFC.
mL™, valor que representava a concentragdo bacteriana letal para 50% dos peixes

utilizados (DLSO), de acordo com metodologia proposta por Plumb e Bowser (1983) e

padronizada pelo mesmo Laboratdrio para o pacu.
As cepas de Aeromonas hydrophila foram inoculadas nos peixes apés 7, 15 e 30
dias de alimentacdo com ragdes contendo 0%, 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano, e os

peixes receberam 1 mL de suspensao bacteriana por meio de inje¢ao intraperitonial, na
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cavidade abdominal. Apos a inoculagéo, foram observadas a mortalidade e a ocorréncia

de sinais clinicos, por 10 dias.

Avaliacdo de parametros fisiologicos e imunologicos

Para as amostragens, os peixes foram anestesiados com benzocaina (0,1 g L™)
e amostras de sangue foram retiradas por pungdo caudal com seringas sem
antioagulante e separados em dois tubos tipo eppendorf. Para a obtengdo de sangue
total foi colocado heparina (anticoagulante) apenas nos frascos eppendorf. Este sangue
foi utilizado para a determinagéo do eritrograma e para a dosagem das EROs. Para a
obtencao de soro, 0 sangue sem anticoagulante permaneceu em temperatura ambiente
para coagulacao, e apos duas horas foi centrifugado em 3000rpm, por 5 min, a 10°C e,
ap6s separagao, foi armazenado a 70°C negativos. Este soro foi utilizado para
determinacdo de proteina total, atividade hemolitica do sistema complemento (via

alternativa) e lisozima.

Taxa de mortalidade (%) de pacus infectados por A. hydrophila

Os peixes de todos os tratamentos inoculados com cepas de Aeromonas
hydrophila permaneceram nos aquarios por 10 dias para observagao da mortalidade e
ocorréncia de sinais clinicos. A taxa de mortalidade foi determinada pela contagem

cumulativa de peixes mortos.
Ganho de peso (g) e Fator de condigao (K)
O ganho de peso foi calculado pela diferenga entre a média de peso dos peixes

de cada tratamento no inicio e no final do estudo em cada biometria (GP = Peso médio

inicial - Peso médio final). Ja o fator de condi¢ao (K), indice morfométrico que monitora



55

parcialmente o estado nutricional, e foi calculado para cada tratamento no inicio e no

final do estudo em cada biometria através da formula: K = (peso/comprimento®) x 100.
Indicadores hematolégicos

No sangue total heparinizado foram determinados o hematécrito, numero de
eritrocitos (NE), volume corpuscular médio dos eritrocitos (VCM), concentragdo de
hemoglobina (Contador de Células Celm CC550) e numero de células total (eritrécitos,
leucécitos e trombdcitos) e diferencial (linfécitos, neutréfilos, mondcitos, célula
granulocitica especial (CGE) ou leucécito granular PAS (LG-PAS), eosindfilo e basofilo)
em extensdes sanguineas.

A contagem total dos leucocitos foi realizada por método indireto, através da
quantificacdo das células em cada 2000 eritrocitos e, por estimativa, considerando o
valor total de células vermelhas obtido no contador de células. Ja o diferencial de
leucéceitos foi quantificado contando-se 200 células e estimando para o total de

leucdcitos.

Proteina total sérica

A concentracao de proteina total foi determinada no soro pelo método do Biureto
(Kit Labtest).

Analise da atividade respiratéria de leucécitos

A andlise da atividade respiratoria de leucdcitos seguiu o protocolo de
ANDERSON E SIWICKI (1995). O método consiste na determinagdo das EROs
produzidas pelo “burst” oxidativo por ensaio colorimétrico baseado na redugdo do
corante nitroblue tetrazolium (NBT) que forma precipitados de material insoluvel com

coloragao azul escuro no interior do fagécito, denominados granulos de formazan
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(KLEIN, 1990). Para a dosagem do precipitado, 0,1 mL de sangue total heparinizado foi
adicionado a 0,1 mL de nitroblue tetrazolium (NBT, Sigma, St Louis, MO, USA). Essa
solugao foi homogeneizada e incubada por 30 min a 25°C. Apds incubagao, 50uL da
suspensdo homogeneizada foi colocada em um tubo de vidro com 1 mL de N, N -
dimetil formamida (DMF, Sigma, St Louis, MO, USA) e centrifugado a 3000g por 5 min.
O DMF é um solvente de sais e de compostos de alto peso molecular, assim lisa a
parede celular dos leucécitos e dos granulos de formazan liberando para a solugao o
corante NBT reduzido. A densidade Optica da solugdo foi determinada em
espectrofotdmetro (Beckman DU-70S) em comprimento de onda de 540nm (Sahoo et
al., 2005).

Analise da concentragao e atividade de lisozima

A determinag&o da concentragdo e atividade de lisozima € baseada no método
classico de lisar uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus e € medida por meio da
reducdo da densidade optica verificada durante a lise da parede celular da bactéria
(SMOLELIS E HARTSELL, 1949). A lisozima tem capacidade de atuar sobre ligacoes
beta 1,4 glicosidicas entre o acido N-acetilmuramico e o acido N-acetilglicosaminico de
membranas de parede celular bacterianas, levando a sua lise e consequente destruicao
do patogeno (PAULSEN et al., 2003).

A determinacido da concentracdo e atividade da lisozima foi realizada com soro
de peixes de todo os tratamentos mantidos a 70 °C negativos. A analise foi realizada
por ensaio turbidimético, segundo ELLIS (1990) e adaptados por MARZOCCHI-
MACHADO et al. (1999) e Abreu (2007), no Laboratério de Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP).

A curva padrao de calibracao foi construida pela quantificacdo das diferencas de
densidade o6ticas iniciais e finais (A DO) das concentragdes de lisozima padrao (50, 100,
150, 200, 250 e 300 ng lisozima/300uL de tampéao fosfato de sédio - NaH2PO4; 0,05M,;

pH 6,2) (Sigma L 6876) em suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (10mg bactéria/
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50mL de tampéo fosfato de sodio), em espectrofotbmetro (Beckman DU-70S) com

comprimento de onda de 450nm.
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Figura 1. Curva padrao para lisozima. Curva obtida com concentragdes de lisozima compreendidas entre
50 e 300ug. 300pl-1. Cada ponto representa os valores de delta DO para cada concentragéo de lisozima
testada.

A partir da curva determinada e devido a alta correlagéo linear obtida (r>= 0,9297)
na faixa entre 50 a 300ug de lisozima.300ul™" foi quantificado as concentragdes de
lisozima nas diversas amostras utilizando a equacao da reta e as respectivas A DO.

Apos a determinacdo de curva de calibracdo, o soro de peixes de todos os
tratamentos, inicialmente, sofreram tratamento térmico (banho a 56°C por 30 min) para
desnaturagdo e inativagao das proteinas do sistema complemento, garantindo, assim,
que a lise do Micrococcus lysodeikticus fosse provocada exclusivamente por agéo da
lisozima.

Assim, em uma cubeta de 1mL, pipetou-se 150uL do soro ao qual se adicionou
150uL de tampéao fosfato de sodio (0,05 M; pH 6,2). Essa suspensao foi levada ao
espectrofotdmetro (Beckman DU-70S) para incubagao por dois minutos, a 26°C, e
nessa suspensao foram adicionados 300uL da suspensdao de Micrococcus

lysodeikticus. A reducao da densidade optica (A DO), em 450nm, foi avaliada entre 0,5



58

e 5,0 minutos, a 26°C. Os resultados em concentragédo/ mL foram obtidos a partir da
reducédo da A DO para cada volume de amostra avaliada (ug/mL soro), e os resultados
em unidade de atividade foi determinada como a quantidade de enzima que produziu,
em 450nm, um A DO de 0,001/ minuto (WON et al. 2004).

Analise da atividade hemolitica do complemento sérico — Via alternativa

A analise da atividade hemolitica das proteinas do sistema complemento — Via
alternativa consiste em um ensaio cinético, que permite calcular o tempo necessario
para que estas proteinas séricas promovam 50% de lise de uma suspensao de
eritrocitos segundo POLHILL et al., 1978.

A suspensao de eritrocitos foi obtida de sangue total de coelhos, colhidos por
puncao venosa com mesmo volume de solugdo de Alséver (anticoagulante pH 6,1). O
sangue foi submetido a filtragem em gaze estéril e foi adicionado ao mesmo volume de
trietanolamina (TEA) acido etileno diamino tetracético (EDTA) a 10nM pH 7,4 e gelatina
0,1%. A solugao foi incubada por 15 minutos a 37°C e apos esse procedimento foi
centrifugada a 480g, por 10 minutos a 4°C. Os eritrocitos foram ressuspensos em
tamp&o TEA — Mg®" 2 mM, pH 7,4 e lavados com o mesmo tampao por 3 vezes apos a
mesma centrifugacgao.

A solugéo de Alséver foi utilizada para ressuspensao e armazenamento a -10°C
por até 15 dias. No momento da utilizagdo, foi utilizado 1mL da solugdo armazenada
ap6s 2 lavagens com tampado TEA-EGTA (acido etilenoglicol-bis-amino tetracético)
8mM e Mg?" 2 mM, com gelatina 0,1% a 480g por 10 minutos a 4°C. Os eritrocitos
foram ressuspensos no tampéao TEA-EGTA em densidade ética entre 0,8-0,9 em 700nm
(diluido 1,5 vezes).

A padronizagdo da metodologia foi realizada com a utilizacédo de soro de peixes
em diversas diluigdes (1:10; 1:15; 1:20 do volume total) em tampao TEA-EGTA 8mM e
Mg?* 2 mM com gelatina 0,1%.

A analise da atividade hemolitica do complemento consistiu na mistura de 200 uL

de cada diluicdo de soro de peixes de todo os tratamentos e 400 uL da suspenséao de
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eritrocitos e submetidos a leitura da absorbancia em comprimento de onda de 700nm
por 10 minutos em espectrofotdbmetro providos de banho a 37°C (Beckman DU-70S). O
tempo necessario para reduzir a absorbancia a metade, 50% de lise dos eritrocitos (T

1/2) foi calculado a partir de curvas de lise.

0,8 r

0,7 + —— Diluigdo 1:10
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Figura 2. Curva de padroniza¢ao da atividade hemolitica do complemento sérico (T 1/2) de pacu aos 7

dias de alimentacgdo. Via alternativa.

Apos a determinagdo da curva para padronizagao foi selecionado a diluigao de
1:10 do volume final. Assim, foi utilizado 60uL de soro de peixe de todos os tratamentos
e 140uL de tampido TEA-EGTA 8mM e Mg® 2 mM com gelatina 0,1%, no qual foi
adicionado 400uL de suspenséo de eritrocitos em densidade 6tica de 0,8-0,9 a 700nm.
Exata solugao foi submetida a leitura em espectrofotdbmetro providos de banho a 37°C
(Beckman DU-70S) por 10 minutos.

O perfil da atividade hemolitica das proteinas do sistema complemento — Via
alternativa neste ensaio cinético apresentou-se de acordo com a Figura 3. A atividade
foi avaliada pela determinagcdo do tempo necessario para que estas proteinas séricas
promovam 50% de lise de uma suspensao de eritrécitos. Assim, maior atividade
hemolitica do complemento é observada no menor tempo necessario para lise de uma

quantidade pré fixada de eritrocitos para todos os grupos.
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O sistema complemento é constituido por um conjunto de proteinas soluveis no
plasma que podem ser inativadas pelo tratamento com calor (SECOMBES, 1996). Este
procedimento € preconizado principalmente para analise de outras proteinas soluveis
no plasma, a fim de garantir que as proteinas do sistema complemento n&o interfiram
nos ensaios destas outras proteinas. Assim, foi realizado tratamento térmico por banho
a 56°C por 30 minutos para observacao da inativagdo das proteinas e consequente

inatividade hemolitica (Figura 3).
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Figura 3. Perfil da atividade hemolitica do complemento sérico (T 1/2) de pacu aos 7 dias de

alimentagdo. Via alternativa.

Monitoramento da qualidade de agua

Duas vezes por semana, amostras de agua foram analisadas para determinagao
da temperatura e oxigénio dissolvido (oximetro YSI 55), potencial hidrogenidnico
(pHmetro Corning) e amonia total (método do reagente de Nessler).

Os parametros de qualidade da agua utilizada no experimento permaneceram
dentro de faixas consideradas adequadas para peixes tropicais, de acordo com
PROENCA e BITTENCOURT (1994), como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de qualidade de agua dos aquarios antes e

apos inoculagéo dos peixes com Aeromonas hydrophila.

Antes desafio Apos desafio
Temperatura (°C) 26,07 + 0,39 28,08 + 0,32
pH 7,64 + 0,09 8,02 + 0,25
O, dissolvido (mg L") 566 + 057 674 t+ 1,08
NH, (mg L™ 034 + 002 012 % 0,11

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas pelo Teste de Tukey (5%) pelo programa estatistico SAS (9.2).

RESULTADOS

Taxa de mortalidade (%) de pacus infectados por A. hydrophila

A taxa de mortalidade foi determinada através da contagem dos peixes mortos. A
Figura 4 mostra os dados da mortalidade dos peixes alimentados por 7 dias com as
dietas testes (0%, 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano). Os peixes que foram alimentados sem
1,3 B-glucano apresentaram maior mortalidade (45,8%), ja os peixes que foram
arragoados com 0,1% de 1,3 B-glucano, apresentaram menor mortalidade. Entretanto,
os peixes alimentados com o probiodtico por 15 e 30 dias apenas apresentaram sinais
clinicos como, presenca de petéquias, equimoses e grandes lesdes ulcerativas na
superficie da pele, principalmente no local da inoculagdo do agente infeccioso.
Apresentaram também leve exoftalmia e distensdo abdominal, porém n&o ocorreu

mortalidade durante o periodo observado.
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Figura 4. Mortalidade cumulativa em peixes alimentados por 7 dias com ragdes experimentais.

Ganho de peso (GP) e Fator de Condigao (K)

O ganho de peso na interagédo nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano e tempo de
alimentacdo foi maior para os peixes alimentados por 30 dias, intermediario, para
aqueles que receberam 15 dias de alimentagcdo e menor para os arragoados por 7 dias
(Figura 5).

O fator de condigao, na interacdo tempo de alimentacido e inoculagdo com A.
hydrophila, foi mais elevado nos peixes que receberam 1,3 3-glucano por 30 dias, em
relacdo ao grupo testemunha e aos peixes que receberam o imuno-estimulante por 7 e
15 dias, antes da inoculagdo com a bactéria. Entretanto, apds a exposigao ao patégeno,

0s peixes desse grupo apresentaram diminuigdo do K (Figura 6).
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Figura 5. Médias + dpm de ganho de peso (g) de pacu na interagao nivel de inclusdo de 1,3 3-glucano x
tempo de alimentagdo. Letras maiusculas indicam diferenga entre tempos e mindsculas entre niveis
(P<0,05).
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Figura 6. Médias + dpm de fator de condigdo (K) de pacu na interagdo tempo de alimentagédo x
inoculagdo com A. hydrophila. Letras maiusculas indicam diferengca entre tempos e minusculas entre

inoculagéo (P<0,05). ** indicam diferenga (P<0,01) entre Testemunha e demais médias.
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Indicadores hematologicos

Hematocrito

Os valores de hematocrito (Figura 7) na interagdo nivel de inclusdo de 1,3 B-
glucano e tempo, apresentaram um perfil de reducao progressiva, sendo mais altos nos
peixes alimentados com 1,3 B-glucano por 7 dias, intermediario nos peixes alimentados
por 15 dias e mais baixos nos alimentados por 30 dias, com todos os niveis do imuno-
estimulante. Com exceg¢ao dos peixes alimentados por 7 dias com ragao controle, todos

apresentaram diminuigao significativa em relagao ao grupo testemunho.

60,0 -
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;\; T Aa o«
9 40,0 [ Ba
8 7
T /::::
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10,0 - %
0,0 A o
Testemunha Controle 0,1% 1,0% Glucano
7 dias de alimentacéao 115 dias de alimentacéao B 30 dias de alimentacéo

Figura 7. Médias + dpm de hematdcrito de pacu na interagéo nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano x tempo
de alimentacgéo. Letras maiusculas indicam diferenga entre tempos e minusculas entre niveis (P<0,05). **

indicam diferenga (P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

A interacdo tempo de alimentagdo e inoculagdo com A. hydrophila mostrou

redugao progressiva no hematdcrito de todos os peixes apds a inoculagéo do patdégeno
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em relagcéo ao grupo testemunha, enquanto que, antes da inoculagdo, apenas os peixes

alimentados por 7 dias nao diferiram significativamente (Figura 8).

50,0

40,0

*%

30,0

20,0 +
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0,0

Testemunha 7 15 30 Dias

Antes da inoculagado com A. hydrophila ] Apés inoculagdo com A. hydrophila
Figura 8. Médias + dpm de hematdcrito de pacu na interacdo tempo de alimentagéo x inoculagédo com A.
hydrophila. Letras mailsculas indicam diferenga entre tempos e minusculas entre inoculagéo (P<0,05). **

indicam diferenca (P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

Numero de eritrécitos (NE)

Na interagdo tempo de alimentagdo e inoculagao com A. hydrophila, nos peixes
alimentados com 1,3 B-glucano por 7 e 15 dias, antes da inoculag&o, o NE foi mais alto
em relacdo aos alimentados por 30 dias. Entretanto, apds a inoculagdo, os pacus

alimentados por 30 dias tinham valores de NE maiores que os que receberam racéo por
15 dias (Figura 9).
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Figura 9. Médias + dpm do numero de eritrécitos (NE) de pacu na interagdo tempo de alimentagdo x
inoculagdo com A. hydrophila. Letras maiusculas indicam diferengca entre tempos e minusculas entre

inoculagdo (P<0,05). ** indicam diferenga (P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

Volume corpuscular médio (VCM)

A interacdo tempo de alimentacdo, nivel de inclusdo de 1,3 [B-glucano e
inoculagdo com A. hydrophila, mostrou que, antes da inoculagéo, o valor de VCM era
maior nos peixes alimentados por 7 dias, intermediario nos alimentados por 30 dias e
menor nos alimentados por 15 dias. Apds a exposicdo a bactéria, os valores eram
maiores, intermediarios e menores nos pacus alimentados por 30, 7 e 15 dias,
respectivamente (Figura 10).

Comparando-se os periodos e a inoculagdo do patdégeno, observa-se que os
peixes alimentados por 7 e 15 dias apresentaram, antes da inoculagao, VCM mais altos
que os registrados apds a inoculagdo. Os pacus que receberam ragao com 1,3 B-

glucano por 30 dias apresentaram, apds da exposi¢ao a bactéria, valores maiores que
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os registrados antes a exposigdo. Em relagcdo ao grupo testemunha, os peixes
alimentados por 7 dias apresentaram, antes da inoculacédo bacteriana, valores maiores,

enquanto os outros peixes apresentaram valores menores.
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Testemunha 7 15 30 Dias
Controle 0,1% 1,3 B-glucano B 1% 1,3 B-glucano

Figura 10. Médias + dpm do volume corpuscular médio (VCM) de pacu na interagdo tempo de
alimentagao x nivel de inclusédo de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras A, B, C indicam
diferengas entre tempo dentro de cada nivel de inclusdo e inoculagao, letras a, b, ¢ entre niveis de
inclusdo em cada tempo e inoculagéo e letras x, y entre inoculacdo em cada nivel e tempo (P<0,05). **

indicam diferenca (P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

Concentragao de hemoglobina

As concentragdes de hemoglobina, na interagcao nivel de inclusao de 1,3 [3-
glucano e inoculagdo com A. hydrophila, eram mais baixas antes da inoculagdo e mais
elevadas apds a exposigdo ao patdégeno, nos peixes alimentados com 0,1% e 1% de
1,3 B-glucano. Ja os peixes alimentados com 0,1% e 1% do imuno-estimulante
apresentaram, em relagdo a testemunha, diminuigdo da hemoglobina antes da

inoculagéo, como mostra a Figura 11.
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Figura 11. Médias + dpm da concentragdo de hemoglobina de pacu na interagao nivel de incluséo de 1,3
B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras mailusculas indicam diferenga entre niveis e minusculas

entre inoculagédo (P<0,05). * e ** indicam diferengas (P<0,05 e P<0,01) entre Testemunha e demais
médias.

A interagdo tempo de alimentagao e inoculagdo com A. hydrophila, mostrou em
todos os peixes alimentados por 30 dias com 1,3 B-glucano valores mais baixos que o
grupo testemunha. Por outro lado, antes da inoculagdo da bactéria, os peixes
alimentados por 15 dias com 1,3 B-glucano mostraram concentragdes de hemoglobina
mais altas, os peixes alimentados por 7 dias concentragdes intermediarias e os peixes
alimentados por 30 dias, concentragdes mais baixas (Figura 12).
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Figura 12. Médias + dpm da concentragdo de hemoglobina de pacu na interagdo tempo de alimentagao x
inoculagdo com A. hydrophila. Letras mailsculas indicam diferenga entre tempos e minusculas entre

inoculagéo (P<0,05). ** indicam diferenga (P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

Pela interacdo tempo de alimentagdo e nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano,
observa-se que 0s peixes que receberam o imuno-estimulante por 7 e 15 dias tinham
concentragdes de hemoglobina maiores que os alimentados por 30 dias, com exceg¢ao
dos peixes que receberam 0,1% de 1,3 B-glucano por 7 dias. Os pacus alimentados por
7 dias com a racao controle mostraram valores superiores aos dos peixes alimentados
com 0,1 % de 1,3 B-glucano no mesmo (Figura 13).
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Figura 13. Médias + dpm da concentragdo de hemoglobina de pacu na interagdo tempo de alimentagao x
nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano. Letras mailsculas indicam diferenca entre tempos € minusculas entre

niveis (P<0,05). ** indicam diferenga (P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

Contagem de Trombécitos

O numero de trombdcitos, na interacdo tempo de alimentagcéo e inoculagdo com
A. hydrophila, estava aumentado nos peixes alimentados por 15 e 30 dias, apds a
inoculagado do patégeno e naqueles que receberam 1,3 B-glucano por 7 dias antes da

exposicao bacteriana (Figura 14).
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Figura 14. Médias + dpm do numero de trombdcitos de pacu na interagdo tempo de alimentagéo x
inoculagdo com A. hydrophila. Letras mailsculas indicam diferenga entre tempos e minusculas entre

inoculagéo (P<0,05).

Contagem total de leucécitos

A interacdo tempo de alimentacdo, nivel de inclusdo de 1,3 [B-glucano e
inoculagdo com A. hydrophila, mostra que o numero de leucdcitos, antes da exposicéo
bacteriana, era maior nos peixes alimentados com 1,3 B-glucano por 15 dias e menor
nos que receberam o imuno-estimulante por 7 e 30 dias. Nos alimentados com 0,1% do
imuno-estimulante 15 dias, foram observados valores inferiores ao dos que receberam
0 e 1% de 1,3 B-glucano (Figura 15). Exceto nos peixes alimentados com 0 e 1% de 1,3
B-glucano por 15 dias e 1% de 1,3 B-glucano por 30 dias, havia mais leucdcitos apds a

exposi¢ao ao patogeno.
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Figura 15. Médias £ dpm do numero total de leucdcitos de pacu na interagdo tempo de alimentagao x
nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras A, B, C indicam diferengas
entre tempo em cada nivel de inclusédo e inoculagao, letras a, b, c entre nivel de inclusdo em cada tempo

e inoculagao e letras x, y entre inoculagdo em cada nivel e tempo (P<0,05).

Contagem diferencial

Linfocitos

O numero de linfécitos, na interagao tempo de alimentagao, nivel de inclusao de
1,3 B-glucano e inoculacdo com A. hydrophila, antes da exposicdo bacteriana, era
menor que apods a infecgao, exceto nos peixes alimentados com 1% por 15 e 30 dias e
com ragao sem imuno-estimulante. Pacus alimentados com 0 e 1% de 1,3 B-glucano
por 7 dias, apresentaram, antes da exposi¢do ao patdgeno, redugcédo do numero de
linfécitos, em relagdo aos peixes alimentados com os mesmo niveis do imuno-

estimulante por 15 e 30 dias. Peixes que receberam ragdo sem o imuno-estimulante por
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7 e 30 dias e 0,1% por 7, 15 e 30 dias apresentaram valores inferiores aos do grupo
testemunha (Figura 16).
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Figura 16. Médias + dpm do numero de linfocitos de pacu na interacao tempo de alimentacéo x nivel de
inclusao de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras A, B, C indicam diferengas entre tempo
em cada nivel de inclusdo e inoculagao, letras a, b, ¢ entre niveis de inclusdo em cada tempo e
inoculagéo e letras x, y entre inoculagdo em cada nivel e tempo (P<0,05). ** indicam diferenca (P<0,01)

entre Testemunha e demais médias.

Neutrofilos

Pela interagdo tempo de alimentagdo e nivel de inclusédo de 1,3 B-glucano,
observa-se que o numero de neutréfilos estava reduzido nos peixes alimentados com

1% do imuno-estimulante por 7 dias (Figura 17).
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Figura 17. Médias + dpm do numero de neutréfilos de pacu na interacdo tempo de alimentagao x nivel

de inclusdo de 1,3 B-glucano. Letras maiusculas indicam diferenga entre niveis e minlsculas entre
tempos (P<0,05).

Monocito

O numero de mondcitos, na interagdo tempo de alimentagéo, nivel de inclusao
de 1,3 B-glucano e inoculagdo com A. hydrophila, foi menor em todos os peixes antes
da inoculagéo da bactéria, exceto nos pacus alimentados com 1% de 1,3 B-glucano por
30 dias. Antes da inoculacéo, os peixes que receberam 0,1% do imuno-estimulante por
15 e 30 dias possuiam numero menor de mondcitos, em relacdo aos pacus que
receberam a mesma racgao por 7 dias.

Em relagéo a testemunha, os peixes alimentados com 1% de 1,3 B-glucano por 7

dias e com 0,1% por 30 dias, ap6s a exposicdo com o patdgeno, apresentaram
aumento do numero de células (Figura 18).
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Figura 18. Médias + dpm do numero de mondcitos de pacu na interagdo tempo de alimentagao x nivel de
inclusao de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras A, B, C indicam diferencas entre tempo
em cada nivel de inclusdo e inoculagao, letras a, b, ¢ entre nivel de inclusdao em cada tempo e inoculagédo

e letras X, y entre inoculagao em cada nivel e tempo (P<0,05).

Célula granulocitica especial (CGE) ou Leucécito Granular PAS (LG-PAS)

Pela interagdo tempo de alimentagéo, nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano e
inoculagdo com A. hydrophila (Figura 19), observa-se que o numero de LG — PAS, em
peixes que receberam 15 dias de ragao antes da exposicado bacteriana, era inferior nos
peixes arragoados com 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano.

Por outro lado, nos peixes alimentados por 7 dias, antes da inoculagdo, o0 numero
de LG-PAS apresentou-se mais alto nos alimentados com 0,1% de 1,3 B-glucano e

mais baixos nos arragoados sem 1,3 B-glucano.
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Figura 19. Médias + dpm de LG-PAS de pacu na interagdo tempo de alimentagéo x nivel de inclusdo de
1,3 B-glucano x inoculagao com A. hydrophila. Letras A, B, C indicam diferencas entre tempo em cada
nivel de inclusdo e inoculagao, letras a, b, c entre niveis de inclusdo em cada tempo e inoculagéo e letras

X, Y entre inoculagdo em cada nivel e tempo (P<0,05).

Eosinofilos

O numero de eosindfilos, na interagdo tempo de alimentagéo e nivel de inclusédo
de 1,3 B-glucano e inoculagdo com A. hydrophila, estava diminuido em peixes que
foram alimentados por 7 dias com ragéo contendo 0,1% de 1,3 B-glucano, e por 30 dias
sem o imuno-estimulante, antes da exposicdo ao patégeno e aumentado apds a
inoculagdo. Pacus, pés desafio, alimentados por 15 dias com 0,1% de 1,3 B-glucano
tinham numero de eosindfilos superior ao dos alimentados com 0% no mesmo periodo

(Figura 20).
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Figura 20. Médias = dpm de eosindfilos de P. mesopotamicus na interagdo tempos de alimentagdo x
niveis de inclusédo de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras mailsculas (A, B, C) indicam
diferengas entre tempo em cada nivel de inclusdo e inoculagdo, minusculas (a, b, c) entre niveis de
inclusdo em cada tempo e inoculagao e minusculas (x, y) entre inoculagdo em cada nivel e tempo, pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Proteina total sérica

As concentracdes de proteina total, na interagdo tempo de alimentagao, nivel de
inclusdo de 1,3 B-glucano e inoculagdo com A. hydrophila, foram mais baixas em
comparagao com o grupo testemunha, exceto nos peixes alimentados por 7 dias depois
da inoculagdo com a bactéria. Os pacus que receberam ragdo com 0,1% e 1% de 1,3 B-
glucano por 15 dias e sem imuno-estimulante por 7 dias apresentaram valores maiores,

antes da exposigao ao patdégeno, que o dos peixes apos a infecgéo (Figura 21).
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Figura 21. Médias + dpm de proteina total de pacu na interacdo tempo de alimentagdo x nivel de
inclusao de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras A, B, C indicam diferencas entre tempo
em cada nivel de inclusao e inoculagao, letras a, b, ¢ entre nivel de inclusdo em cada tempo e inoculagao
e letras x, y entre inoculagcdo em cada nivel e tempo, pelo teste de Tukey (P<0,05). * e ** indicam

diferencas (P<0,05 e P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

Indicadores Imunolégicos

Atividade respiratoria de leucécitos — Burst oxidativo

Na interagdo tempo de alimentagdo, nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano e
inoculagdo com A. hydrophila, observa-se que os valores da densidade o6ptica da
atividade respiratéria de leucécitos eram maiores apos a exposi¢cao ao patdogeno, exceto
nos peixes alimentados com ragcao sem imuno-estimulante por 7 dias e ragdo contendo

0,1 e 1% do mesmo por 15 dias (Figura 22).
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Em comparacédo com a testemunha, os pacus que receberam ragdo com 1% do
imuno-estimulante por 7 dias e isenta do imuno-estimulante por 15 dias, apresentaram

valores mais altos de densidade Optica.
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Figura 22. Médias + dpm de burst oxidativo de pacu na interagdo tempo de alimentagdo x nivel de
inclusdo de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila. Letras A, B, C indicam diferengas entre tempo
em cada nivel de inclusdo e inoculagao, letras a, b, ¢ entre nivel de inclusdo em cada tempo e inoculagao
e letras x, y entre inoculagdo em cada nivel e tempo, pelo teste de Tukey (P<0,05). ** indicam diferenca

(P<0,01) entre Testemunha e demais médias.

Analise da concentragao e atividade de lisozima

As concentragdes de lisozima, na interagao nivel de inclusdo de 1,3 B-glucano e
inoculagdo com A. hydrophila nos peixes alimentados por 7 dias, eram mais altas
numericamente antes da inoculacdo e mais baixas apds a exposi¢cdo ao patdégeno, nos

peixes alimentados com 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano. Nos grupos de peixes que
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sofreram inoculagcdo do patdégeno, pode-se observar um perfil de aumento sendo a
menor concentragdo para o grupo controle, a intermediaria para peixes alimentados
com 0,1% de 1,3 B-glucano e mais elevada para os peixes que receberam 1% do
imuno-estimulante. Entretanto, ndo houve diferenga estatistica entre as médias
observadas (Figura 23).

Por outro lado, como mostra a Figura 24, a atividade de lisozima estava superior
nos peixes apos o desafio com A. hydrophila, em um perfil crescente, sendo menor para
0s peixes controle, intermediario para os alimentados com 0,1% e superior para os

arragoados com 1% de 1,3 B-glucano.
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Figura 23. Médias + dpm da concentragéo de lisozima em soro de pacu na interacao nivel de inclusao de

1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila aos 7 dias de alimentacéo.
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Figura 24. Médias + dpm da atividade de lisozima em soro de pacu na interagao nivel de inclusédo de 1,3

B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila aos 7 dias de alimentacao.

Analise da atividade hemolitica do complemento sérico — Via alternativa

O tempo necessario para que as proteinas séricas da via alternativa do sistema
complemento promovam 50% de lise de uma suspensao de eritrécitos (T1/2 min), na
interagao nivel de inclusao de 1,3 B-glucano e inoculagdo com A. hydrophila nos peixes
alimentados por 7 dias, antes da inoculagdo bacteriana, foi mais alto numericamente
nos peixes que nao receberam o imuno-estimulante, intermediario nos alimentados com
1% e menores nos arragoados com 0,1% de 1,3 B-glucano, indicando, inversamente, a
maior atividade hemolitica destas proteinas. Ja nos peixes inoculados com o patégeno,
0 menor tempo necessario para lise de 50% dos eritrécitos foi apresentado pelos peixes
alimentados com 0,1% de 1,3 B-glucano. Entretanto, ndo houve diferenga estatistica

significativa entre as médias (Figura 25 ).
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Figura 25. Médias + dpm da atividade hemolitica do complemento sérico de pacu (T 1/2). Via alternativa.

Interacdo nivel de inclusao de 1,3 B-glucano x inoculagdo com A. hydrophila aos 7 dias de alimentacao.
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DISCUSSAO

O controle da atuagdo dos patdogenos oportunistas em piscicultura é muito
importante, pois esses microrganismos tendem a causar doengas aos peixes nos
sistemas de criagao intensivo. A administragéo de 1,3 B-glucano na ragao tem mostrado
resultados significativos na prevengcdo dos efeitos negativos do estresse e na
resisténcia a infecgbes (JENEY et al.,, 1997, RAA et al.,, 1992; NIKL et al., 1993;
SIWICKI et al., 1994; EFTHIMIOU, 1996 e ROBERTSEN, 1999).

No presente estudo, verificou-se que a mortalidade apenas ocorreu nos peixes
alimentados por sete dias, e ndo nos grupos alimentados por 15 e 30 dias, inclusive
controle e tratamentos. Deste modo, ocorreu mortalidade cumulativa nos sete primeiros
dias apds a inoculagdo com A. hydrophila, sendo que a mortalidade foi reduzida nos
peixes que receberam 0,1% 1,3 B-glucano. Pacus alimentados com 0,1% de 1,3 -
glucano a partir de sete dias de administragcdo oral de 1,3 B-glucano apresentaram
melhora na imunidade inata e consequente diminuicdo da mortalidade, o que pode ser
parcialmente verificado pelos diversos parametros estudados, como hematdcrito,
numero de leucdcitos, mondcitos, LG-PAS, proteina total, atividade respiratéria de
leucdcitos elevados e consequente aumento da atividade fagocitica dos macroéfagos.

Resultados semelhantes foram encontrados por SAHOO e MUKHERJEE (2001 e
2002), em estudos com a carpa indiana, Labeo rohita, no qual observaram protegao
contra A. hydrophila alimentadas por sete dias com dietas suplementadas com 0,1% de
1,3 B-glucano. Os peixes foram alimentados por 7, 15 e 30 dias com 0,1% de 1,3 -
glucano, e foi observada menor mortalidade dos peixes tratados por sete dias de
alimentacdo em comparagdo com grupos controle. Do mesmo modo, KUMARI e
SAHOO (2006) relataram que a suplementagdo com 0,1% de 1,3 B-glucano, durante
sete dias, na dieta de bagre do canal, Ictalurus punctatus, foi suficiente para aumentar a
resisténcia n&o especifica frente a situa¢des adversas.

No entanto, outros estudos mostram eficiéncia no tratamento de peixes com 1,3
B-glucano por mais de sete dias. COUSO et al. (2003) observaram maior resisténcia e
produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) quando douradas, Sparus aurata,

foram alimentadas por mais de 15 dias com dietas suplementadas com 0,1% de 1,3 B-
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glucano e inoculadas com Photobacterium damselae, enquanto que ITAMI et al. (1996)
reportaram que a administracdo de 1,3 B-glucano por 28 dias melhorou a taxa de
sobrevivéncia de Labeo rohita apds inoculacdo com Enterococcus seriolicida.

Utilizando tempos ainda mais longos de tratamento, MISRA et. al. (2006a)
encontraram melhores resultados na imunidade, na taxa de crescimento e
sobrevivéncia de Labeo rohita apés 56 dias de alimentacdo com 1,3 B-glucano. Em
outro estudo com a mesma espécie, estes autores (MISRA et al., 2006b) observaram
que multiplas injegdes de 1,3 B-glucano melhoraram a imunidade nao especifica e a
resisténcia a patdégenos de jovens, diminuindo assim a mortalidade dos peixes tratados
e obtendo a melhor resposta apds 42 dias de administragdo do imuno-estimulante.

A diversidade dos resultados obtidos nas pesquisas com adigdo de 1,3 B-glucano
em dietas para peixes ressalta a importancia do protocolo experimental para a obtengao
de protecdo contra doencas, principalmente a forma de administragcdo, nivel de
suplementacdo e periodo de administragcdo deste imuno-estimulante (RAA, 1996;
GANNAM e SCHROCK, 2001; SAHOO e MUKHERJEE, 2001 e 2002; COUSO et al.,
2003; KUMARI e SAHOO, 2006). Em alguns estudos, a administragdo prolongada
manteve a ativagdo da atividade fagocitica dos leucdcitos, sendo esse um dos fatores
que promovem a resisténcia a patdogenos (MISRA et. al., 2006a; MISRA et. al., 2006b)
enquanto em outros melhores respostas imunolégicas foram observadas com
administragdo do imuno-estimulante por tempo mais curto (SAHOO e MUKHERJEE,
2001 e 2002; KUMARI e SAHOOQO, 2006).

No presente trabalho, foi possivel observar que a infeccdo por Aeromonas
hydrophila provocou mortalidade apenas nos sete primeiros dias apés a inoculagdo. J3a,
os peixes alimentados por 15 e 30 dias apenas apresentaram sinais clinicos como
presenga de petéquias, equimoses e grandes lesdes ulcerativas na superficie da pele,
principalmente no local da inoculagdo do agente infeccioso. Apresentaram também leve
exoftalmia e distensdo abdominal, porém n&o ocorreu mortalidade durante o periodo
observado. Os sinais clinicos eram mais evidentes e severos no grupo controle.
MCDANIEL (1979) relatou que a infecgao por Aeromonas hydrophila pode ocorrer de
quatro formas: super-aguda e aguda, caracterizadas pela alta porcentagem de

mortalidade e extensas lesbes hemorragicas internas, e subaguda e crdnica, com



85

hemorragias nas branquias e 6rgaos internos e presenca de fluido contendo sangue na
cavidade abdominal. Em alguns casos, quando da infecgdo por essa bactéria, o quadro
clinico pode variar significativamente dependendo do estado de saude dos peixes, isto
€, dependendo da resisténcia, podendo morrer rapidamente ou se recuperar
(SCHLOTFELDT e ALDERMAN, 1995).

O arragoamento foi realizado ofertando-se a quantia de 3% do peso vivo ao dia
(dividida em duas refei¢coes), peso obtido na biometria inicial, e foi possivel observar
nos aquarios dos grupos de peixes que foram alimentados por sete dias, maior
quantidade de sobras de racao, fato que pode ser responsavel pelas concentragdes
mais elevadas de amdnia total na agua, embora esses valores tenham permanecido na
faixa considerada 6tima para peixes de agua tropicais (PROENCA e BITTENCOURT,
1994). Assim, ocorreu mortalidade nos peixes inoculados aos sete dias de alimentagao
com 1,3 B-glucano, pois esses apresentaram pior estado nutricional, e ndo ocorreu
mortalidade nos peixes alimentados com 15 e 30 dias, pois demonstraram melhor
estado nutricional, como mostra o fator de condicdo, possivelmente devido a
manutencado do equilibrio organico e consequente aumento da resposta imunologica
desses peixes pelo consumo adequado da ragéo.

O sangue de peixes teledsteos € formado de eritrocitos e por células sanguineas
de defesa organica - trombdcitos e leucocitos. Os eritrécitos e seu principal
componente, a hemoglobina, sdo responsaveis pelo transporte de oxigénio e gas
carbénico no organismo. A analise do eritrograma de peixes, composta por hematdcrito,
numero de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e volume corpuscular médio
(VCM) avalia a resposta para a demanda energética para situagdes adversas, as
alteracbes eletroliticas causadas por esses periodos estressantes e o equilibrio
organico.

Os peixes inoculados com A. hydrophila apresentaram diminui¢do do hematécrito
apd6s a exposicdo ao patdégeno, esta diminuicdo pode ser explicada pelo sintoma
hemorragico, pelo sequestro de sangue e congestdo sanguineas que a doenga causada
pela A. hydrophila provoca, entretanto os menores valores do hematdcrito foram
apresentados pelos peixes alimentados por 30 dias. Os resultados sdo semelhantes

aos obtidos por FALCON (2007), em tilapias arragoadas com 1,3 B-glucano e vitamina
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C, no qual o estimulo pelo frio e desafio com A. hydrophila, causaram redugédo do
hematdocrito.

Apoés a inoculagdo da bactéria, houve aumento dos NE, exceto para os peixes
alimentados por 15 dias, e antes da exposigado ao patdogenos. Os peixes arragoados por
30 dias apresentaram valores inferiores comparados aos peixes alimentados por sete e
15 dias, entretanto nao foi observada diferenga significativa entre as concentragdes de
1,3 B-glucano nas alteragdes dos valores. Resultados distintos foram encontrados em
BARROS et. al. (2006), com diminuigdo do numero de eritrocitos apds estresse e
infeccdo bacteriana, demonstrando a agao nociva das condigcbes impostas sobre a
eritropoiese. O prejuizo na sintese de células sanguineas foi igualmente descrito por
HARIKRISHNAN et al. (2003) para a carpa comum, Cyprinus carpio, infectadas com
Aeromonas hydrophila e por FALCON (2007), em tilapias arragoadas com 1,3 -
glucano e vitamina C, no qual foi observada redugdo do hematdcrito apos o estimulo
pelo frio. Assim, pode-se inferir que a inoculacédo de A. hydrophila em pacus nas
condigbes desse estudo, ndo prejudicou a eritropoiese, mantendo-a nos padroes
considerados adequados para animais sadios (FELDMAN et al., 2000; BARROS et al.,
2006).

Os peixes alimentados por sete dias apresentaram, antes da inoculagdo, o maior
valor de volume corpuscular médio (VCM) em relagdo ao grupo testemunha e aos
alimentados por 15 e 30 dias. Segundo BARROS et al., (2006) a agéo do 1,3 3-glucano
promove a liberagdo de células imaturas para a circulagdo, entretanto no presente
estudo as concentragdes do imuno-estimulante n&o influenciaram as alteragdes do
VCM.

Por outro lado, apds o desafio, os peixes alimentados por 30 dias, apresentaram
valores superiores de VCM, evidenciando assim, que a exposi¢ao bacteriana foi um
agente estressor capaz de influenciar homeostase organica e promover alteragdes
eletroliticas e causar consequente influxo de agua na célula, aumentando o volume
corpuscular (MCDONALD & MILLIGAN, 1997).

Dessa maneira, pode-se inferir que a diminui¢gdo observada do VCM a partir dos

15 dias de alimentacdo e apds desafio influenciou os valores diminuidos do
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hematdcrito, e que o aumento do VCM nos peixes alimentados por 30 dias coincide
com o aumento do NE no mesmo periodo.

Apos a exposicao ao patdgeno os peixes alimentados com 0,1% e 1% de 1,3 B-
glucano apresentaram aumento dos valores de hemoglobina. A exposi¢cao ao patégeno
causou alteragdes no perfil hematoldgico, pois o desafio foi um episddio estressante,
que influenciou no aumento da demanda por oxigénio pelo organismo, condi¢cdo esta
que ocorre normalmente em situagcdes adversas (CARNEIRO, 2001, URBINATI e
CARNEIRO, 2004).

A concentracdo de hemoglobina para peixes saudaveis é de 10g 100dI™
(TAVARES-DIAS et al., 2003), entretanto pode variar em deficiéncias nutricionais,
espécie, condicbes ambientais, fase de crescimento (POST, 1987) e estagdo do ano
(LOCHMILLER et al., 1989). Assim, apesar dos valores apresentados pelos peixes de
todos os tratamentos estarem dentro dos valores determinados para pacus saudaveis, o
aumento apos evento estressante demonstrou claramente que os peixes alimentados
com o imuno-estimulante, mesmo nas menores concentragbes responderam a
demanda energética estabelecida pela infeccdo bacteriana de forma mais eficaz.

As células sanguineas de defesa s&o constituidas pelos trombdcitos e leucocitos,
entre os leucocitos estdo os linfécitos, mondcitos/macrofagos, e granuldcitos
(neutrdfilos, eosindfilos e baséfilos). Macrofagos e granuldcitos sdo considerados
células fagociticas moéveis, importantes em situagdes de inflamagao, onde a resposta
celular frente a invasdo microbiana ou leséo tecidual, leva a migragao de leucdcitos e
consequente acumulo de fluido para o local de injuria (SECOMBES, 1996). Também
tem sido ressaltado que a fagocitose € provavelmente o mecanismo mais eficaz para
destruicdo de patdgenos e de protegdo contra doengas em peixes, e que a rapida
resposta da agéo de glucano é devida a presencga de receptores especificos para esse
imuno-estimulante nas membranas dessas células (JENEY e ANDERSON, 1993a).

O numero de trombdcitos aumentou significativamente apés a inoculagdo do
patdgeno nos peixes alimentados por 15 e 30 dias, embora aos sete dias tenha ocorrido
um aumento numérico, evidenciando que apos o desafio, foram capazes de responder
através do aumento de células sanguineas de defesa orgénica predominantes nas

extensdes sanguineas de pacus.
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O numero de leucdcitos, referente ao numero total de células brancas de defesa,
entre elas linfoécitos, mondécitos/macréfagos, e granulécitos (neutrdéfilos, eosindfilos e
baséfilos), circulantes apds a exposicdo ao patdégeno apresentou—se superior aos
valores antes da inoculagao bacteriana. Entretanto em situacées de estresse, os peixes
normalmente apresentam diminuicdo do numero de células brancas totais e de
linfécitos, além de prejuizo nas fungdes fagocitarias das células, devido a liberagdo de
catecolaminas e cortisol que causam constricdo esplénica, aumento do fluxo sanguineo
e migragao de alguns leucdcitos (BARTON e IWANA, 1991; MCDONALD e MILLIGAN,
1992). Segundo PICKERING (1987) o principal mecanismo de ag¢ao para resisténcia a
doengas nos peixes esta relacionado ao numero de linfocitos, atividade dos macrofagos
e a producéao de anticorpos.

Pode-se entdo sugerir que a administracdo de 1,3 B-glucano foi eficaz como
medida profilatica, promovendo reducado dos efeitos imunossupressivo do estresse e
maior eficiéncia da resposta imune para infecgbes contra agentes patogénicos,
mantendo elevado o numero de leucdcitos circulantes (SELVARAJ et al., 2005;
ANDERSON, 1992).

O numero de linfocitos circulantes, apds a exposicao bacteriana, era superior aos
valores antes da infecgdo, ja aos sete dias de alimentacdo com 0,1% de glucano
permanecendo alto até os 30 dias de arragoamento, os peixes alimentados 1% no
mesmo periodo também apresentaram linfocitose. FALCON (2007) também observou
aumento no numero de linfécitos em tilapias alimentadas com glucano submetidas ao
estimulo pelo frio e infectadas pela bactéria A. hydrophila. Varios tipos de leucécitos
participam da resposta celular, incluindo linfocitos, mondcitos/macréfagos, granuldcitos
(neutrdfilos, eosindfilos e basofilos) e células citotoxicas (SECOMBES, 1996).
Entretanto, segundo PICKERING e POTTINGER (1985) a redu¢do do numero de
linfécitos circulantes pode representar importante ligagao entre a resposta ao estresse e
o surgimento de doengas devido a elevagao do nivel plasmatico de cortisol. Igualmente,
PICKERING (1986) relatou que a queda de linfécitos pode estar relacionada com a
capacidade do peixe de se defender contra agentes patogénicos. Essas alteragdes
como linfopenia e neutrofilia associadas as situagbes de estresse por baixa

temperatura, infecgdes bacterianas e manejos rigorosos foram descritas por Englesma
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(2002), MARTINS et al. (2004) e por URBINATI e CARNEIRO (2004) em diversas
espécies de peixes.

Pode-se novamente inferir que a administragdo de glucano promoveu redugao
dos efeitos imunossupressivos do estresse e influenciou na eficiéncia da resposta
imune contra agentes patogénicos, mantendo elevado o numero de linfécitos circulantes
(SELVARAUJ et al., 2005; ANDERSON, 1992).

O numero de neutrdfilos estava reduzido nos peixes alimentados com 1% do
imuno-estimulante por sete dias, porém permaneceu constante nos peixes dos demais
tratamentos durante todo o experimento. Peixes submetidos a agentes estressores,
como infec¢gdes bacterianas e virais, temperatura baixa e por estresse cumulativo,
apresentam linfopenia e neutrofilia (BRENDEN e HUIZINGA, 1986; PLYZYCZ et al.,
1989; ENGLESMA, 2002; CARNEIRO, 2001; URBINATI; CARNEIRO, 2004 e MARTINS
et al., 2004), entretanto no presente estudo o numero de neutrofilos observados
permaneceu constante.

A linfopenia e neutrofilia, consequéncias da acdo do cortisol resultante de
episddios estressantes em peixes sdo interpretadas como citdlise direta sobre os
linfocitos ou como redistribuicdo das células de defesa entre os tecidos linfaticos
(PICKERING, 1984, ELLSAESSER e CLEM, 1986, BLY et al, 1990). A diminuicéo de
linfocitos circulantes é devido a agédo dos corticosterdides na redistribuicdo dentro dos
orgaos linfocitarios e na migracao para tecidos periféricos (ZAPATA, 1992 e Iger, 1994).
Pacus submetidos ao estresse por infestacdo com o parasito Dolops carvalhoi
apresentaram neutroflia e diminuicdo do numero de linfécitos circulantes (BILLER,
2005). ESPELID et al., (1996), SOPINSKA (1984), ELLSAESSER e CLEM (1986) e
WEINREB (1998) observaram resultados semelhantes, com neutrofilia e linfopenia apds
eventos estressantes em salméo do atlantico, carpas, bagres do canal e trutas,
respectivamente. Assim, esses resultados sugerem que o glucano promoveu redugao
dos efeitos imunossupressivo do estresse e permitiu que essas células
polimorfonucleares atuassem na destruicdo de patdgenos através de sua capacidade
de fagocitar e produzir anions superoxidos que atuam como bactericida extracelular
(PLYZYCZ et al., 1989).
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O numero de mondcitos circulantes apresentou-se elevado, apds exposi¢ao ao
patdégeno, logo depois de sete dias de alimentacdo com 0,1% de glucano
permanecendo alto até os 30 dias de arragoamento. Resultados semelhantes foram
encontrados por FALCON (2007), no estudo com dietas suplementadas com 0,1 e 0,2%
de glucano, independente do nivel de vitamina C, no qual, peixes arragoados com o
imuno-estimulante apresentaram aumento do numero de mondcitos apds desafio com
frio e exposicao a A. hydrophila, e consequente maior produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs).

Os mondcitos possuem atividade fagocitaria e citotoxica ndo-especifica, e sao
considerados células em transito no sangue, sendo que durante o processo inflamatério
migram para tecido conjuntivo onde se transformam em macrofagos (ALAYE-RAHY,
1993; MESEGUER et al., 1994; WITTEN et al., 1998; CUESTA et al., 1999). Assim, o
aumento dos valores de mondcitos, nos peixes alimentados com glucano apds a
inoculagao do agente patoldgico garante uma protecdo adequada contra a bactéria.

Antes da inoculagao com A. hydrophila, foi observado aumento do numero de LG
— PAS, em peixes que receberam 0,1% de 1,3 B-glucano por sete dias e apds a
exposicao a bactéria, valores elevados em peixes arragoados com 15 dias de ragao
antes da exposicao bacteriana, era inferior nos peixes arragoados com 0,1% de 1,3 B-
glucano por 15 dias. A fungéo dessa célula ndo esta bem esclarecida, porém em Brycon
sp. saudaveis ha elevado percentual desse granulécito (RANZINI-PAIVA,1991).

Os peixes alimentados com 0,1% de 1,3 B-glucano por sete dias, apresentaram
aumento no numero de eosindfilos logo apds a exposigdo ao patdégeno. Os eosindfilos
atuam nos processos alérgicos e na defesa celular mediante a degranulagado, e se
encontram distribuidos pelo tecido conjuntivo, especialmente no trato gastro-intestinal,
nas branquias e na corrente sanguinea quando ha infestagdo de parasitos. Ja os
basofilos sdo raros na maioria dos peixes (HINE, 1992). Podem realizam fagocitose,
que é reconhecida como o maior mecanismo de defesa do organismo, assim, esse
aumento pos desafio promove protegdo e melhora do sistema imune contra patégenos
(SECOMBES, 1996).

Varios tipos de leucdcitos participam da resposta celular, incluindo linfocitos,

mondcitos/macrofagos, granuldcitos (neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos) e células
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citotéxicas (SECOMBES, 1996). E de acordo com os resultados obtidos, pode-se
concluir que o glucano se comporta como imuno-estimulante, melhorando alguns
parametros imunoldgicos nao especificos além de reduzir os efeitos imunossupressivos
do estresse, bem como concluiu VERLHAC et al. (1996) e VERLHAC et al. (1998) nos
estudos de combinacgao entre glucano e doses de vitamina C em dietas para truta arco-
iris, nos quais ressaltaram a importancia da utilizagdo destes microingredientes como
método profilatico para trutas, pois observaram efeito significativo no aumento dos
mecanismos de defesa especifico e ndo especifico.

As concentragbes de proteina total apés a infeccdo apresentaram-se
aumentadas a partir de sete dias de alimentacdo com 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano.
Resultados semelhantes foram encontrados por MONDAL et al. (2004) com elevagao
das concentracdes de proteina total na dosagem de 250 mg of B-glucan kg™' de ragao
por 42 dias de arragoamento. MISRA et al., (2006b) relataram que Labeo rohita jovens
apresentaram aumento dos valores de proteina total, independente da dosagem de
glucano, assim como elevadas as concentragdes de albumina e globulinas, apds
injecdo de duas doses de 15 mg kg-' de glucano.

Contudo, SITJA-BOBADILLA e PEREZ-SANCHEZ (1999) e BAGNI et al., (2000)
observaram resultados contrarios, pois Dicentrarchus labrax L injectados com 1,3 (-
glucano ndo apresentaram alteragcbes nos valores de proteina total durante todo o
periodo experimental, bem como em Salmo salar injectados com 1,3 B-glucano
(HARDIE et al., 1990; HARDIE et al., 1991). Entre os componentes das proteinas totais
do sangue estdo a albumina, globulinas, lisozima e fatores do sistema complemento,
que fazem parte do mecanismo de defesa inespecifico dos peixes (MISRA et al.,
2006a), assim pode-se inferir que pacus alimentados com pelo menos 0,1% por sete
dias podem apresentar aumentode proteinas liticas, com capacidade bactericida no
sangue.

Tem sido observado que a fagocitose é provavelmente 0 mecanismo mais eficaz
para destruicdo de patdogenos e de protecdo com doengas em peixes, e que a rapida
resposta da agéo de glucano é devida a presencga de receptores especificos para esse

imuno-estimulante nas membranas dessas células (JENEY e ANDERSON, 1993b)
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assim, na tentativa de avaliar a hipotese para pacus, a analise da atividade respiratéria
de leucdcitos foi realizada.

A atividade respiratéria de leucdcitos apos a infecgdo apresentou-se aumentada
logo a partir de sete dias de alimentagdo com 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano. Avaliando-
se os efeitos do 1,3 B-glucano pode-se observar que, embora a adicdo do imuno-
estimulante tenha determinado diminuigdo do numero de neutrdfilos, houve aumento na
producdo de linfécitos totais, LG-PAS, eosindfilos e mondcitos com consequente
maiores producao de espécies reativas de oxigénio (EROs).

COOK et al. (2001) observaram essa melhora na produgdo de EROs pelos
macrofagos de Pagrus auratus, em estudo in vitro, apos administracao oral de 0,1% de
glucano.

Cyprinus carpio alimentadas com glucano responderam com aumento da
atividade respiratéria dos leucocitos quando comparados com grupos controle
(SELVARAJ et al., 2006). O uso profiladtico de 1,3 B-glucano para bagre do canal
também foi proposto por CHEN e AINSWORTH (1992). Além de SANTAREM et al.
(1997), que demonstraram para Scophthalmus maximus L., que a inclusdo de 1,3 -
glucano aumentou a atividade respiratdria dos leucdcitos e a atividade de lisozima,
quando comparados com o controle. Essa melhora nas respostas de leucocitos também
foi observada em Clarias gariepinus no inicio da suplementagdo com glucano, porém
apos 45 dias de administragao, ocorreu diminuigdo desse parametro (YOSHIDA et al.
1995).

Esta bem estabelecido que o glucano é reconhecido por receptores de
membranas de neutréfilos, mondcitos e macréfagos, estimulando a produgdo e
consequente aumento de EROs produzidos por essas células em peixes e em
mamiferos (JENEY e ANDERSON, 1993b). O aumento na produgcdo de EROs por
esses granulécitos é considerado um dos indicadores da ativagdo do sistema imune
nao especifico em peixes (JENEY e ANDERSON, 1993b; JORGENSEN e
ROBERTSEN, 1995). Assim, pacus alimentados com 0,1% de glucano por pelo menos
sete dias promove melhora na produgdo de EROs e consequentemente aumenta a

protecédo organica contra agentes patogénicos.



93

Entretanto respostas de imunossupressao relacionadas com altas dosagens de
1,3 B-glucano foram relatadas por diversos autores. COUSO et al. (2003) ressaltou que
douradas alimentadas com altas dosagens de glucano apresentaram menor resisténcia
quando desafiada com Photobacterium damselae, com produgdo de EROs similar ao da
dieta ausente de suplementacdo. Bem como CASTRO et al. (1999), no estudo com
incubagcdo de macréfagos em altas concentragdes de glucano, e concluiram que
elevadas doses do imuno-estimulante pode estimular excessivamente esses
granulécitos e provocar exaustdo celular, prejudicando a poténcia e rapidez das
resposta frente a exposigao ao patdégeno.

O sistema inato de defesa em peixes € considerado a primeira barreira para a
defesa contra patdgenos. Entre as substancias que atuam na prevencao da aderéncia e
colonizagdo de microrganismo estédo a lisozima e as proteinas do sistema complemento
(ALEXANDAR e INGRAM, 1992).

A dosagem da concentragdo ou atividade de lisozima € um parédmetro importante
para a avaliagdo da imunidade inata pois esta proteina tem capacidade de lisar
bactérias gram-negativas e gram-positivas, além de possuir funcdo de opsonizagéo,
ativacdo do sistema complemento e da fagocitose (SHAILESH SAURABH e SAHOO,
2008).

Diversos autores relatam que os imuno-estimulantes aumentam a concentragéo
e atividade de lisozima devido ao aumento no numero de leucdcitos que secretam esta
enzima ou ainda pelo aumento de lisozima secretada por cada célula (ENGSTAD et al.,
1992; KUMARI &SAHOO, 2006).

Em peixes, a lisozima se encontra em maior quantidade em neutrdfilos,
mondcitos e em macrofagos (MURRAY & FLETCHER, 1976; LIE et al., 1989). Assim a
concentragao diminuida de lisozima nos peixes apds a inoculagdo do patégeno pode
ser devido a neutropenia, indicando que a produgdo n&o foi prejudicada e sim as
células produtoras estavam em numero reduzido. Entdo, a relagdo entre a baixa
concentracao e alta atividade de lisozima, nos peixes pos desafio, pode indicar que
apesar do teste estatistico ndo apontar diferenga significativa, a resposta organica
demonstra diferenca relevante na defesa contra patégenos nos peixes alimentados com

o 1,3 B-glucano.
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FLETCHER e WHITE (1973) observaram a mesma correlagdo em Pleuronectes
platessa L., na qual a atividade de lisozima estava aumentada devido ao aumento do
numero de mondcitos e neutrofilos. A concentragdo de lisozima pode estar aumentada,
entretanto a atividade é o fato mais importante para o sucesso na defesa contra
microrganismos invasores. Em condigdes normais, a lisozima € mais ativa em estagios
iniciais do desenvolvimento do ovo e em peixes predadores, o que promove melhora na
resisténcia a patdogenos e na homeostase frente a situagbes ambientais adversas
(LUKYANENKO 1965a, b).

A utilizagcdo do 1,3 B-glucano numericamente aumentou a concentragdo de
lisozima melhorou a atividade desta enzima nos peixes alimentados com 0,1% de
principalmente para os arragoados com 1% do imuno-estimulante. Corrobora os
resultados, ENGSTAD e ROBERTSEN (1993) em estudo no qual observaram em
salmao do atlantico que receberam 1,3 B-glucano por via oral, melhora na atividade de
lisozima. Os mesmo resultados foram obtidos por SAHOO & MUKHERJEE (2001) em
Labeo rohita; COOK et al., (2003) em Pagrus auratus; YOSHIDA et al., (1995) em
Clarias gariepinus; KUMARI & SAHOO (2006), em Clarias batrachus; além de reportar
que teores de 0,1% de 1,3 B-glucano promovem protecao contra septicemia hemolitica
provocada por A. hydrophila.

A ativacédo do sistema complemento ocorre pelas vias classica e alternativa. A
via classica € ativada principalmente por complexos antigeno-anticorpo e
imunoglobulinas agregadas, enquanto a via alternativa ndo depende da presenca de
imunoglobulinas para ser ativada, a presenga de certos fungos e bactérias, alguns tipos
de virus e helmintos sao suficientes para a produgéo das proteinas soluveis no plasma
(KOPPENHEFFER, 1987). A determinagdo da atividade hemolitica das proteinas do
sistema complemento da via alternativa é importante, pois as proteinas desta via sao
reconhecidas por serem o0s principais fatores na atividade bactericida
(KOPPENHEFFER, 1987). Diversos estudos observaram o aumento da atividade do
complemento apés inje¢des de 1,3 B-glucano. MATSUYAMA et al. (1992) descreveram
aumento da atividade do complemento em Seriola quinqueradiata alimentadas com este
imuno-estimulante, bem como ENGSTAD e ROBERTSEN (1992) que relataram

aumento do complemento em salm&o do atlantico apos administragao de 1,3 B-glucano.
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O menor tempo de hemdlise de eritrécitos de acordo coma Figura 25 e consequente
maior atividade de proteinas da via alternativa, nos grupos alimentados com 1,3 -
glucano, principalmente ap6s o desafio bacteriano denota a acao benéfica deste imuno-
estimulante sobre o sistema inato de defesa de pacus. Este aumento na atividade apés
a inoculagdo do patdgeno pode ter correlagdo com o aumento da concentragdo de
proteina total apds a infeccao em pacus alimentados com 0,1% e 1% de 1,3 B-glucano.
MISRA (2006a) observaram as mesmas respostas de Labeo rohita jovens com aumento
dos valores de atividade de proteinas do complemento e das concentracdes de proteina
total, apéds injecdo de duas doses de 15 mg kg-' de glucano.

Diversos autores relataram a melhora nas respostas imunolégicas com aumento
da atividade da lisozima e do complemento e consequente aumento na atividade
bactericida, como observado por YANO et al. (1991) em Cyprinus carpio L. que
receberam ragao suplementada com 1,3 B-glucano; MATSUO e MIYAZANO (1993) em
truta arco-iris arragoadas por longo periodo com este imuno-estimulante; PAULSEN et
al. (2001) em salmao do atlantico que receberam 1,3 B-glucano e lipopolissacarideos
bacterianos; SAHOO e MUKHERJEE (2001) em Labeo rohita arragoadas com alimento
suplementado com o mesmo imuno-estimulante e BAGNI et al. (2005) em
Dicentrarchus labrax alimentados por via oral com 1,3 3-glucano.

Neste estudo, houve correlacdo positiva entre os aumentos da atividade de
lisozima, atividade do complemento, concentracbes de proteina total, atividade
respiratéria de leucécitos, e numero de leucécitos em peixes alimentados com 1,3 -
glucano, principalmente apdés o desafio com o patdégeno, indicando melhora na

atividade fagocitaria e consequente protegao contra invasdes de microrganismos.
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CONCLUSOES

O 1,3 B-glucano pode ser considerado um imuno-estimulante eficaz como
medida profilatica, promovendo reducado dos efeitos imunossupressivo do estresse e
maior eficiéncia da resposta imune para infecgbes contra agentes patogénicos.
Promove ainda manutengao do equilibrio organico e consequente aumento da resposta
imune de peixes que consumiram a racao em quantidade adequada, considerados
apropriada para animais sadios.

Foi evidenciado, ainda, que mesmo apods desafio bacteriano, sendo esse um
agente estressor capaz de influenciar homeostase organica e promover alteracbes
eletroliticas, o pacus do presente estudo foram capazes de responder através do
aumento de células sanguineas de defesa organica e responderam de forma
satisfatéria a demanda energética estabelecida pela infecgdo bacteriana.

De acordo com os resultados, em pacus jovens, a utilizagdo de 1,3 B-glucano
melhorou o sistema imune inato, especialmente nas menores concentragdes e por curto

periodo de tempo, nas condi¢gdes deste ensaio.
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IMPLICAGOES

O uso de 1,3 B-glucano em pacus deve ser estimulado nos cultivos intensivos,
pois de acordo com os resultados, esse imuno-estimulante possui um importante
potencial para prevencdo de doengas oportunistas. Como foi observada, a
administracdo de 0,1% de 1,3 B-glucano por pelo menos sete dias melhorou os
parametros da imunidade inata e diminuiu a mortalidade. Entretanto ndo se sabe por
quanto tempo os parametros observados permanecem aumentados ou qual a
implicagdo da administragdo prolongada desse imuno-estimulante.

Algumas pesquisas tém demonstrado que niveis elevados de 1,3 B-glucano na
dieta podem proporcionar imunossupressao nos peixes, como JENEY et al. (1997) que
observaram em trutas arco-iris alimentadas com 1,0% de 1,3 B-glucano apresentaram
linfocitose, neutropenia e monocitopenia, entretanto valores menores do imuno-
estimulante adicionado a ragdo ndo determinaram queda na producdo de células de
defesa.

Ressalta-se também, que o protocolo de suplementagcdo, como o periodo de
administragdo, forma e a concentragcdo do imunoestimulante possuem influéncia nas
respostas, tornando os resultados por vezes contraditorios (RAA, 1996) Assim, novos
protocolos devem ser testado para que a aplicagdo intermitente possa promover
protegcdo prolongada e possibilitar que os periodos estressantes, como invernos,
manejos severos, infecgdes oportunistas, entre outros ndo seja um obstaculo ao
desenvolvimento.

Assim, estudos aprofundados sao necessarios para avaliar a quantidade e a
qualidade das respostas fisioldégicas e imunoldgicas de pacus alimentados com 1,3 -

glucano.
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