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RESUMO GERAL

O tambaqui, Colossoma macropomum, ¢ a espécie de maior importancia na piscicultura
amazonica. Entretanto, a sua criagdo tem enfrentado problemas com relagdo a perdas
provocadas pela instalagao de doengas que surgem com a intensificacao do cultivo. Por isso, o
tambaqui foi escolhido como modelo experimental nesta tese. Inicialmente foi avaliado o
emprego dos imunoestimulantes B-glucano e nucleotideos na dieta do tambaqui sobre o
desempenho produtivo, respostas fisioldgicas, imunologicas e resisténcia frente ao desafio
com Aeromonas hydrophila, cujos resultados sdo apresentados no capitulo II. Os resultados
deste estudo permitiram estabelecer que a suplementacao de B-glucano e nucleotideos na dieta
do tambaqui ndo influenciam o desempenho produtivo; que o desafio bacteriano promoveu
anemia normocitica-normocrémica (B-glucano) e anemia macrocitica-hipocrdmica
(nucleotideos); que a suplementac¢do de B-glucano nao alterou a concentragao e atividade de
lisozima e a de nucleotideos determinou redugdo na atividade respiratoria de leucdcitos, e que
a menor suplementagdo dos imunoestimulantes (0,1% de B-glucano e 0,2% de nucleotideos)
promoveu maior sobrevivéncia para a espécie apos o desafio com Aeromonas hydrophila. No
capitulo III da tese avaliou-se as respostas fisiologicas de estresse de tambaquis alimentados
com dietas suplementadas com [-glucano ou nucleotideos apds transporte em sistema
fechado. Os resultados deste estudo permitiram estabelecer que as alteragdes dos parametros
hematologicos, bioquimicos e imunologicos (atividade respiratoria de leucocitos) ocorreram
imediatamente apOs o transporte, com retorno aos niveis basais apos 24 e 48 horas de
recuperagdo. Entretanto, a suplementagdo de B-glucano ou nucleotideos na dieta do tambaqui
ndo foi eficiente em mitigar as respostas de estresse. Por ultimo, avaliou-se o efeito adjuvante
do B-glucano na eficacia de uma vacina oleosa contra Aeromonas hydrophila para juvenis de
tambaqui com base nas respostas hematologicas, na concentracdo e atividade da lisozima e
resisténcia apds o desafio com a bactéria, como apresentado no capitulo IV. O resultado desta
avaliacdo mostrou que o emprego de B-glucano na dieta ndo interferiu no efeito da vacina e
que a vacina oleosa administrada intraperitonealmente foi efetiva na prevencdo de

aeromoniose em tambaqui.

Palavras-chave: Imunoestimulantes, sistema imune nao-especifico, estresse, vacinagao de

peixes, Aeromonas hydrophila, tambaqui.



ABSTRACT

The Colossoma macropomum is the most farmed species in the Amazon region. Therefore,
disease has been a significant problem in tambaqui culture with overcrowding. Thus, the
tambaqui was chosen as experimental model in this work. First it was to evaluate the use of
the immunostimulants B-glucan and nucleotide in the tambaqui diet on the productive
performance, physiological and immunological responses and resistance of Aeromonas
hydrophila challenge exposed into chapter II. These results provide that the B-glucan and
nucleotide dietary supplementation had no influence on the productive performance; that the
bacterial challenge promoted normocytic-normochromic anemia (-glucan) and macrocytic-
hipocromic anemia (nucleotide); that the B-glucan supplementation did not change the
lysozime concentration and activity; the nucleotide supplementation determinate the reduction
of burst activity of leukocyte and the lowest concentrations of both immunoestimulants (0.1%
B-glucan and 0.2% nucleotide) were effective to secure higher survival of tambaqui when
challenged with Aeromonas hydrophila. After, was to evaluate the physiological stress
response of tambaqui fed with B-glucan or nucleotide supplemented diet after transportation
in closed system, exposed into chapter III. The results of this study demonstrated that the
alteration in the hematological, biochemical and immunological (oxidative burst of leukocyte)
occurred immediately after the transportation and returned to base levels after 24 and 48 hours
to recover. However the B-glucan and nucleotide supplementation did not reduce the stress
responses. In the last, the adjuvant effect of B-glucan in the efficiency of oil vaccine against
Aeromonas hydrophila for tambaqui juveniles in the hematological responses, the
concentration and activity of lysozime and resistance after the challenge with bacteria were
evaluated into chapter I'V. The results of this study showed that the B-glucan supplementation
did not increase the vaccine effectiveness against Aeromonas hydrophila and the oil vaccine

injected intraperitoneally was effective to prevent Aeromonas disease in tambaqui.

Key words: Immunostimulants, non-specific immune system, stress, vaccination of fishes,

Aeromonas hydrophila, tambaqui.



INTRODUCAO GERAL

O crescimento da aquicultura mundial tem sido constante e estimulado pela crescente
demanda por produtos de alta qualidade, alcancando 59,4 milhdes de toneladas em 2004
(FAO, 2007). No Brasil, a producao aquicola e pesqueira alcangou, no ano de 2004, volume
de 1.015.916 toneladas, o que representou acréscimo de 2,6% em comparagdo ao ano de 2003.
A aquicultura participou com 26,5% (269.697,50 toneladas) da producdo total e gerou receita
de US$ 965.627,60 (FAO, 20006).

A criagdo de espécies nativas vem crescendo nos ultimos anos e, no caso do tambaqui
(Colossoma macropomum), sua criagdo tem se expandido nas regides Norte, Nordeste,
Centro-oeste e Sudeste (IBAMA, 2005). A expansdo da criagdo dessa espécie ¢ atribuida ao
seu excelente potencial para producdo intensiva, principalmente pela facil obtengdo de
juvenis, bom potencial de crescimento, alta produtividade, resisténcia a baixos niveis de
oxigénio dissolvido e excelente utilizagao de alimentos (Saint-Paul, 1986; Val et al., 1998;
Aratijo-Lima & Goulding, 1998; Melo et al., 2001; Araujo-Lima & Gomes, 2005). E a
espécie mais criada na regido Norte do Brasil (IBAMA, 2005), alcangando 3,0 kg de peso em
12 meses de criacdo em sistemas de viveiros/barragens (Melo et al., 2001; Aratjo-Lima &
Gomes, 2005).

Um dos principais problemas relacionados a criacdo do tambaqui ¢ a ocorréncia de
doengas parasitarias e bacterianas (Aratjo-Lima & Goulding, 1998; Malta et al., 2001; Silva,
2001). Com relacao aos patdégenos oportunistas de peixes de agua doce, a bactéria Aeromonas
hydrophila ¢ um dos mais importantes, causando quadros de septicemia hemorragica. Dentre
as lesdes da aeromoniose incluem-se petéquias localizadas em toda a superficie corporal,
ulceras, exoftalmia, distensdo abdominal por ascite, além de anemia (Merino et al., 1995;
Austin & Austin, 1999; Kirov et al., 2002), sendo este patdgeno um dos maiores problemas na
criacdo de peixes de agua doce.

Nos sistemas de criacdo intensiva, os peixes sdo expostos continuamente a alteracdes
na qualidade da 4gua e a praticas de manejo, tais como: manuseio excessivo, transporte e
adensamento, que induzem respostas de estresse, com consequéncias negativas sobre o
desempenho produtivo, resposta imune e resisténcia dos peixes a patdogenos (Wendelaar
Bonga, 1997; Barton, 2000; Barton et al., 2000; Brandao et al., 2006). Nestes sistemas, a
nutricdo tem importante papel na manutencdo do crescimento normal e da saude dos

organismos aquaticos.



Os antibidticos sao utilizados para o tratamento de doengas na aquicultura. Contudo, o
uso dessas drogas ocasiona problemas como o desenvolvimento de bactérias resistentes e a
presenga de residuos de antibidticos nos tecidos de peixes comercializados (Buchman et al.,
1992; Grant & Briggs, 1998; Smith et al., 2003; Sorum, 2006). Assim, muitos pesquisadores
enfatizam o emprego das boas praticas de manejo (BPMs) (Boyd & Queiroz, 2004), com o
uso de imunoestimulantes (Sakai, 1999; Li & Gatlin III, 2006; Dalmo & Bogwald, 2008).

Os imunoestimulantes sdo considerados substancias bioldgicas que auxiliam
beneficamente os mecanismos especificos e ndo especificos de defesa dos animais (Verlhac et
al., 1998; Raa, 2000; Vainikka et al., 2005; Chagas et al., 2009; Moraes & Moraes, 2009). O
emprego dessas substancias na dieta dos peixes favorece as respostasnorganicas de defesa
frente as infecg¢des (Erdal et al., 1991; Verlhac et al., 1998; Sakai, 1999; Raa, 2000; Amar et
al., 2001; Vainikka et al., 2005). Portanto, a melhora na condi¢do imune do organismo por
manipulagdo dietética representa alternativa ao uso de drogas na aquicultura (Verschuere et
al., 2000).

Os imunoestimulantes sdo agrupados em fatores nutricionais como as vitaminas,
substancias derivadas de bactérias, polissacarideos, extratos de plantas e animais, além de
substancias quimicas sintéticas (Sakai, 1999; Cook et al., 2003; Smith et al., 2003; Vainikka
et al, 2005; Li & Gatlin III, 2006). Dentre os compostos com caracteristicas
imunoestimulantes destacam-se os glucanos e os nucleotideos.

Os B-glucanos sao macromoléculas formadas por blocos de glicose unidos por meio de
ligagdes P (1-3) e B (1-6), sendo normalmente encontrados nas células de levedura e fungos e
funcionam como imunoestimulante em mamiferos (DiLuzio, 1985) e em peixes (Robertsen et
al., 1990; Cook et al., 2003). Existem evidéncias que o mecanismo de a¢do do B-glucano se da
por meio de receptores especificos localizados na superficie dos macrofagos (Jorgensen &
Robertsen, 1995), sendo este fato observado “in vitro” em macréfagos de salmao do Atlantico
(Engstad & Robertsen, 1993). Nos peixes, o B-glucano pode favorecer a estimulagdo dos
mecanismos de defesa ndo-especificos, estimulando a atividade fagocitaria dos macrofagos e
aumentando assim sua capacidade para eliminar os patogenos (Jorgensen et al., 1993;
Jorgensen & Robertsen, 1995; Cook et al., 2003). O B-glucano ¢é responsavel também por
incrementar a produ¢dao de proteinas liticas como a lisozima e as do sistema complemento
(Engstad et al., 1992; Paulsen et al., 2001).

Os nucleotideos tém fungdes fisioldogicas e bioquimicas essenciais incluindo
codificacdo e decodificacdo da informacdo genética, mediando o metabolismo energético e

atuando como componentes de coenzimas, efetores alostéricos e agonistas celulares (Carver
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& Walker, 1995; Cosgrove, 1998). A deficiéncia desse nutriente pode prejudicar as fungdes
do figado, coracdo, intestino e imune (Grimble & Westwood, 2000). Por outro lado, a
suplementagdo de nucleotideos na dieta dos peixes tem influenciado as respostas imunes e
aumentado a resisténcia as doencas (Burrels et al., 2001; Leonardi et al., 2003; Low et al.,
2003). Em salmonideos, essa suplementacdo aumentou a resisténcia dos peixes contra
infecgdes virais, bacterianas e parasitarias, e ainda melhorou a eficdcia da vacinagdo e a
capacidade osmorregulatéria (Burrels et al., 2001).

As misturas comerciais de glucano e nucleotideos apresentam efeito benéfico sobre o
desempenho produtivo, principalmente quanto ao aumento da taxa de crescimento de espécies
de peixes (Ramadan & Atef, 1991; Adamek et al., 1996; Cook et al., 2003; Misra et al., 2006;
Ai et al., 2007; Sealey et al., 2008; Dalmo & Bogwald, 2008). Contudo, pesquisas sobre
concentragdo e regime de administracdo para suplementos a base de glucanos e nucleotideos
em peixes nativos brasileiros sdo limitadas. Portanto, o estabelecimento de métodos de
imunoestimulagdo que melhorem o desempenho produtivo, a resisténcia ao estresse € as
condicdes de satide dos peixes, contribuindo para prevenir a ocorréncia de doengas na criacao,
sdo etapas primordiais para o desenvolvimento da atividade.

A presente tese foi estruturada em cinco capitulos. Esta introducdo contextualiza a
tematica do estudo. A parte seguinte, o primeiro capitulo denominado Consideragdes Iniciais,
apresenta as concepcdes tedricas que embasam o estudo, contextualizando o estado da arte da
criacdo do tambaqui, o sistema imune dos peixes, o processo inflamatdrio, aspectos da
nutricdo e saude dos peixes, os imunoestimulantes, o estresse € a vacinagdo na criacdo de
peixes. Apresenta também o objetivo do projeto que foi avaliar a eficacia dos
imunoestimulantes B-glucano e nucleotideos na dieta do tambaqui (Colossoma macropomum)
com base no desempenho produtivo e resisténcia frente ao desafio bacteriano, nas respostas
fisiologicas de estresse e na eficacia de uma vacina contra Aeromonas hydrophila. O capitulo
IT apresenta o desempenho produtivo, respostas fisiologicas e desafio com Aeromonas
hydrophila em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com ragao
suplementada com B-glucano e nucleotideos. O capitulo III apresenta as respostas de estresse
de tambaquis (Colossoma macropomum) alimentados com dietas suplementadas com [3-
glucano e nucleotideos apds transporte em sistema fechado. O capitulo IV apresenta a eficacia
de uma vacina contra Aeromonas hydrophila para juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) suplementados com [-glucano e o capitulo V apresenta as consideragdes finais

com as implicagdes do estudo e as perspectivas futuras.
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CAPITULO I

Consideragoes Iniciais



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Tambaqui (Colossoma macropomum)

O Colossoma macropomum (Cuvier 1818), conhecido vulgarmente como tambaqui
(Figura 1), ¢ um peixe da ordem Characiformes, pertencente a familia Serrasalmidae (Gery,
1977) e nativo dos rios Amazonas, Orinoco e seus afluentes. O tambaqui alcanga porte
maximo em torno de 100 cm de comprimento e peso superior a 30 kg, atingindo maturidade
sexual entre 0 4% ¢ 5% ano de vida. Em cativeiro, esta espécie atinge a maturagio sexual em até
trés anos (Goulding & Carvalho, 1982; Aratjo-Lima & Goulding, 1998; Araujo-Lima &
Gomes, 2005).

Figura 1. Exemplar de tambaqui (Colossoma macropomum).

O comportamento alimentar da espécie varia ontogeneticamente de zooplantdfago
para onivoro, com tendéncia a frugivoro (Honda, 1974; Carvalho, 1981; Araujo-Lima &
Gomes, 2005). Frutos e sementes sdo alguns dos alimentos disponiveis para o tambaqui em
seu ambiente natural, tais como embauba (Cecropia sp.), munguba (Pseudobombax
munguba), seringa barriguda (Hevea spruceana), jauari (Astrocaryum jauari) entre outras.
Porém, as variagdes sazonais no nivel das aguas é o principal fator que influencia a
disponibilidade destes itens alimentares (Honda, 1974; Smith, 1979; Goulding, 1980; Silva,
1996; Araujo-Lima & Gomes, 2005). Em ambiente de criacdo, o tambaqui aceita bem ragao,
graos e co-produtos agro-industriais (Aratijo-Lima & Gomes, 2005).

O tambaqui ¢ resistente a hipoxia (Saint-Paul, 1984). Em ambientes hipdxicos, quando
a concentragdo de oxigénio diminui para 0,5 mg O,/L, o tambaqui apresenta o
desenvolvimento do labio inferior em cerca de duas horas. Por outro lado, quando a
concentragdo de oxigénio volta aos seus niveis normais no ambiente, o labio regride no
mesmo intervalo de tempo (Saint-Paul, 1984; Val & Almeida-Val, 1995; Val et al., 1998).
Esta adaptagdo morfo-anatomica tem como fung¢do direcionar a camada superficial da dgua

mais oxigenada para a regido das branquias (Braum & Junk, 1982; Saint-Paul, 1984). Outras
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estratégias para aumentar a eficiéncia na transferéncia de oxigénio do ambiente para os
tecidos incluem modificagdes comportamentais, fisiologicas e bioquimicas (Val & Almeida-

Val, 1995; Val et al., 1998).

A criagdo do tambaqui tem se expandido nas regides Norte, Nordeste, Centro-oeste e
Sudeste (IBAMA, 2005) e isso tém sido atribuido ao seu excelente potencial para producao
intensiva, principalmente pela facil obtencdo de juvenis, bom potencial de crescimento, alta
produtividade, resisténcia a baixos niveis de oxigénio dissolvido e boa conversdo alimentar
(Saint-Paul, 1986; Val et al., 1998; Aragjo-Lima & Goulding, 1998; Melo et al., 2001;
Aratijo-Lima & Gomes, 2005). E a espécie mais criada na regido Norte do Brasil (IBAMA,
2005).

O pacote de producdo do tambaqui em viveiros/barragens, lancado pela Embrapa
Amazonia Ocidental, tem apresentado 6timos resultados na regido Norte do Brasil (Melo et
al., 2001; Izel & Melo, 2004). Esse pacote ¢ dividido em duas fases: recria (60 dias) e engorda
(240-300 dias). Os resultados da engorda do tambaqui mostram que a espécie alcanca 3,0 kg
de peso em 12 meses de criacdo em sistemas de viveiros/barragens, com producao de 10.075
kg/ha (Melo et al., 2001; Izel & Melo, 2004), sendo sua criagdo considerada lucrativa, com
rentabilidade que varia de 19 a 40% (Melo et al., 2001).

A criacao de peixes em tanques-rede vem crescendo no Brasil devido ao menor custo
de investimento, tecnologia disponivel e disponibilidade de &4guas represadas no pais
(Beveridge, 1996; Ayroza et al., 2006; Gomes et al., 2006). O tambaqui apresenta boa
adaptacdo em tanques-rede de pequeno volume durante a fase de recria (Brandao et al., 2004),
podendo a sua criagio ser realizada em tanques-rede com volumes de 1 e 6m’, baseado nos
dados de produtividade, sem prejuizo zootécnico para o criador (Gomes et al., 2004). Para a
recria do tambaqui em tanques-rede, a densidade de 400 peixes/m’ é a mais adequada
(Branddo et al., 2004) e a estratégia alimentar mais eficiente para esta fase de criagdo ¢
oferecer 10% da biomassa dividida em trés refei¢des didrias (Silva et al., 2007).

Na fase de engorda em tanques-rede em lago de varzea da Amazdnia Central, o
tambaqui alcanca alta produtividade (Chagas et al., 2003a; Gomes et al., 2006), podendo
atingir 950 g em 240 dias de criagdo, com conversao alimentar de 1,8 e produgdo de 46,8 kg
ha™ (Gomes et al., 2006). No inicio da engorda, o fornecimento de ra¢io na taxa de 5% do
peso vivo/dia permite o desempenho satisfatorio da espécie (Chagas et al., 2005).

Um dos principais problemas relacionados a criagdo de tambaqui ¢ a ocorréncia de

doengas parasitarias e bacterianas (Araujo Lima & Goulding, 1998; Malta et al., 2001, Silva,
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2001). Segundo Malta et al. (2001), as doengas parasitarias mais comumente relatadas para o
tambaqui sdo causadas por monogenoides, acantocéfalos, Myxobolos sp., copépodos,
branquiuros e fungos. Com relacdo as doencas bacterianas, Silva (2001) registrou a ocorréncia
de 22 espécies de bactérias na criacdo de tambaquis, cujas espécies mais representativas
encontradas nas branquias foram: Aeromonas sp., Flavobacterium sp., Alcaligenes sp.,
Moraxella sp., Pasteurella sp., Rochalimaea henselae, Xenorhabdus sp., Enterobacter sp.,
Yersinia sp., Actinobacillus sp., Haemophilus sp., Proteus sp., Cardiobacterium sp.,
Chromobacterium violaceum, Klebsiella sp., Escherichia coli, Hafnia sp., Providencia sp. e
Pseudomonas sp. Contudo, na criagdo de peixes de agua doce parte da mortalidade registrada
¢ causada por Aeromonas hydrophila (Belém-Costa & Cyrino, 2006).

O estabelecimento de métodos que melhorem as condi¢des de satde dos peixes
cultivados (Wedemeyer, 1996) e contribuam para prevenir a ocorréncia de doencas ¢

primordial para o desenvolvimento da atividade.

2. O sistema imune dos peixes

O sistema imune dos peixes ¢ dividido em dois componentes primarios: inato (ndo
especifico) e adaptativo (especifico). Como em outros vertebrados, o sistema immune inato
ou ndo especifico dos peixes fornece a primeira linha de defesa imune. Este consiste de
barreiras fisicas que incluem escamas, muco, branquias e epiderme, imundécitos incluindo as
células fagociticas, células citotoxicas nao-especificas, células endoteliais e ampla variedade
de componentes humorais tais como transferrina, lisozima, sistema complemento, inibidores
de protease, anticorpos naturais, lecitinas, pentraxinas, citocinas, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos da secrecdo interna de varios tecidos e tipos de células (Magnadottir, 2006).
A resposta inata consiste em impedir que os agentes patogénicos tenham acesso ao organismo
hospedeiro, podendo eliminéd-los e/ou bloquear sua entrada (Bernstein et al., 1998). No
primeiro contato do patdégeno com o hospedeiro, sdo acionados mecanismos inatos que sao
suficientes para prevenir a infeccdo. Neste momento, os mecanismos de defesa especificos
também sdo acionados para produzir a memoria imunoldgica, bloqueando o desenvolvimento
de nova infecc¢ao (Verlhac & Gabaudan, 1997).

As respostas imunes adaptativas ou especificas sdo dependentes da atividade dos
linfocitos B e T, que atuam na producao de imunoglobulina especifica, atividade citotoxica e
imunomodulacdo via citocinas (Shoemaker et al., 2001), que contribuem para resposta mais

eficiente contra a infec¢do (McGuinness et al., 2003; Medzhitov, 2007). Entretanto, existem
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evidéncias sobre a integragao de diferentes mecanismos imunes em cadeia multinivel, a qual
desafia a dicotomia artificial entre o sistema inato e adaptativo (Flajnik & Du Pasquier, 2004).

A caracterizacdo dos mecanismos e vias do sistema immune dos peixes tem obtido
grande progresso. Entretanto, ainda existem importantes lacunas no conhecimento de
numerosos mecanismos imunes, além da disponibilidade de informacgdes poderem variar de
acordo com a espécie de peixe (Alvarez-Pellitero, 2008). Recentemente, iniciaram-se 0s
estudos sobre a imunologia dos peixes nativos como o pacu (Piaractus mesopotamicus),
matrinxa (Brycon amazonicus) e tambaqui (Colossoma macropomum) (Abreu, 2007; Biller,
2008; Oliveira, 2008; Chagas et al., 2009). Contudo, a maioria dos estudos sobre imunologia
de peixes, incluindo os realizados com as espécies nativas, tem sido relacionada somente a
imunidade inata ou ndo especifica (Secombes, 1996; Dalmo et al., 1997; Magnadéttir, 2006;

Zapata et al., 2006; Whyte, 2007; Alvarez-Pellitero, 2008).

2.1. Células do sistema imune dos peixes

Os diferentes tipos de leucdcitos conhecidos em mamiferos também sdo descritos em
peixes teledsteos, incluindo células que sdo morfologica e funcionalmente equivalentes a dos
mamiferos, tais como: neutrofilos, mondcitos, células B, plasmocitos, células T, células
“natural killer” e eosindfilos (Secombes, 1996; Whyte, 2007; Alvarez-Pellitero, 2008).
Alguns estudos recentes confirmam o papel de certos leucdcitos como “células apresentadoras
de antigenos” ou células dendriticas (Cuesta et al., 2006, Araki et al., 2008; Alvarez-Pellitero,
2008).

Os teledsteos nao possuem medula 6ssea ou linfonodos. A mielopoiese geralmente
ocorre no rim anterior e/ou bago, considerando que o timo, rim e bago sdo 0s principais
orgaos linfoides (Zapata et al., 2006). O rim anterior ¢ considerado o 6rgdo primdrio de
células B, exibindo similaridades morfoldgicas com a médula 6ssea de vertebrados superiores,
servindo também como um o6rgao linféide secundario (andlogo ao linfonodo) e no “clearance”
de antigenos soluveis e particulados da circulacdo, sendo este o principal local de producgao de
anticorpos (Whyte, 2007).

O bago dos teledsteos também esté incluido na eliminagdo de antigenos transportados
pelo sangue e complexos imunes em elipsdides vasos sanguineos, € também tem papel na
apresentacdo de antigenos e na iniciagdo da resposta imune adaptiva (Whyte, 2007). O rim
anterior e o bago apresentam agregados de macréfagos, também conhecidos como centros de
melano-macréfagos, os quais também se desenvolvem em associagdo com lesdes

inflamatérias cronicas em outros 6rgaos. Nos teledsteos superiores, eles geralmente existem
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como complexo de centros discretos, contendo linfécitos e macréfagos (Agius & Roberts,
2003).

O timo, 6rgao linféide primario e sitio principal de desenvolvimento de células T em
mamiferos, ¢ pouco conhecido em teledsteos. O timo pode ser considerado como agregacao
de encapsulados de macréfagos que processa a proliferagdo de células T (Alvarez-Pellitero,
2008).

O tecido linféide associado ao intestino (GALT) de teledsteos ¢ constituido
principalmente por diferentes tamanhos de linfocitos, plasmoécitos e macrofagos, assim como
por varios tipos de granulocitos, células PAS positivas e eosinofilos granulares (Zapata &
Amemiya, 2000). Em teleosteos, os linfocitos intraepitelial do intestino sdo considerados
como células T, considerando que as células linféides na lamina sdo principalmente linfocitos

B (Zapata et al., 2006).

2.2. Mucosa epitelial

Os receptores envolvidos na resposta da mucosa epitelial sdo receptores tipo “Toll” e
“NODs” (dominio de oligomerizacdo de nucleotideo) (Medzhitov, 2007). O reconhecimento
do patégeno ocorre ndo somente por meio de “células especializadas apresentadoras de
antigenos”, mas também pelas células epiteliais que constituem a barreira celular primaria
(Fritz et al., 2007). Dois tipos de células podem ativar o sinal correspondente que conduz a
diferentes mecanimos e vias (fagocitose, complemento, reacdo de fase aguda e ativacdo de
citocinas), de maneira que a resposta epitelial ¢ finalmente integrada com a resposta imune
completa. A relacao entre célula epitelial e célula T tem importante papel na regulacao imune
do intestino (Shao et al., 2001).

A mucosa epitelial tem importante papel na imunologia de peixes. Quando o parasito
encontra o hospedeiro, ele deve vencer a primeira barreira constituida pela pele e tegumento.
O muco ndo somente age como barreira, mas contém varios componentes relevantes na
interacdo parasito-hospedeiro. Imunoglobulinas, complemento, proteinas C-reativas, lecitinas,
lisozima, enzimas proteoliticas, fosfatase alcalina e esterase, peptideos antimicrobianos e
hemolisina estdo entre as substancias presentes com atividades biostaticas ou biocidas (Jones,

2001; Palaksha et al., 2008).

2.3. Fun¢ao imune
Embora praticamente todos os tipos de leucocitos contribuam para a defesa do

hospedeiro, trés tipos desempenham papéis especialmente importantes. Dois deles (os

14


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib4
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib4
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib344
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib344
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib345
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib188
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib96
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib279
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib136
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib136
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD5-4T4J82N-1&_user=972052&_coverDate=12%2F15%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5189&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=76a8b2304b507aa430de174cfa130c57#bib217

neutréfilos e a série de monocitos-macrofagos) sdao células fagociticas, que atuam
primariamente ingerindo e digerindo bactérias, restos celulares e outros materiais
particulados. O terceiro grupo, formado pelos linfocitos e células relacionadas, possui pouca
capacidade fagocitica, mas realiza varias outras reagdes protetoras, coletivamente conhecidas
como respostas imunologicas (Parslow & Bainton, 2004).

Os fagoécitos sdo as células mais importantes do mecanismo celular nao-especifico e
sdo auxiliadas por varios fatores soliveis tais como complemento e lisozima. Os peixes
alimentados com imunoestimulantes em suas dietas demonstram aumento da fagocitose e da
atividade respiratoria (Sakai et al., 2001; Selvaraj et al., 2006; Ai et al., 2007; Lin et al., 2009;
Siwicki et al., 2009). Estas sdo afetadas por varios fatores como nutrientes, temperatura e
patogenos (Maita, 2007). As células fagociticas dos peixes sdo capazes de engolfar a bactéria
e mata-la pela geracdo de anion superoxido (O;) e seus derivados tais como perdxido de
hidrogénio (H,0,) e radicais livres (OH") num processo conhecido como “burst” respiratério.
Estes intermediarios reativos ao oxigénio possuem potente atividade bactericida (Sakai et al.,
2001; Selvaraj et al., 2006; Ai et al., 2007; Maita, 2007; Lin et al., 2009; Siwicki et al., 2009).

A lisozima ¢ importante agente bacteriolitico encontrada em varias espécies de peixes
marinhos e de dgua doce (Lie et al., 1989; Balfry & Iwama, 2004). Os leucocitos tais como
mondcitos, macréfagos e granuldcitos polimorfonucleares sao conhecidos por sintetizarem e
secretarem lisozima em peixes (Murray & Fletcher, 1976). O tecido do rim parece ter a maior
concentragdo de lisozima, provavelmente devido a alta concentracdo destes leucdcitos na
porcao hematopoética anterior do rim. A lisozima também ¢ detectada em outros tecidos de
peixes tais como baco, figado, pele, muco, branquias, musculo, ovario e ovos (Takahashi et
al., 1986; Lie et al., 1989; Yousif et al., 1991; Takemura & Takano, 1995). O aumento no
nivel desta enzima ¢ considerado mecanismo de protecdo natural nos peixes (Ingram, 1980).
A lisozima isolada dos peixes € efetiva como agente bacteriolitico contra patégenos Gram-
positivos e Gram-negativos de peixes (Grinde, 1989; Yousif et al., 1994), principalmente por
ser encontrada em areas que estdo em frequente contato com o patégeno (rim e muco) (Ellis,
1990).

Paulsen et al. (2003) demonstraram que B-glucanos sdo capazes de induzir o aumento
da atividade de lisozima no plasma pela estimulacdo da transcri¢do da lisozima no rim
anterior, bago, figado e intestino. Os imunoestimulantes podem induzir a transcrigdo da
lisozima em varias células diretamente pela combinag¢do de receptores ou indiretamente por
inducdo de citocinas. Como os macréfagos sdo as mais provaveis células primarias secretoras

de lisozima em peixes, o rim anterior € provavelmente o principal érgao secretor de lisozima.
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O sistema complemento retine aproximadamente 30 proteinas séricas e de membrana,
que interagem numa sequéncia determinada gerando funcdes efetoras de resposta imune
humoral e celular (Kinoshita, 1991). Este sistema pode ser ativado por trés vias distintas,
denominadas vias cléssica, alternativa e a da lectina (Janeway et al., 1997; Holland &
Lambris, 2002). As atividades biologicas importantes decorrentes da ativacdo do
complemento sdo participacdo na fagocitose, inibicdo da formacdo de imunocomplexos e a
solubilizacdo de imunocomplexos pré-formados, a eliminacdo de imunocomplexos, a lise
celular, e a participagdo no processo inflamatorio e na resposta imune.

Nos peixes, a atividade do sistema complemento pela via alternativa ¢ alta quando
comparada aos mamiferos (Yano, 1996), sugerindo a importancia desta via como mecanismo
de defesa do peixe (Ellis, 2001). Alguns compostos com caracteristicas imunoestimulantes,
tais como lipidios, vitaminas C e E, carotendides, glucanos e nucleotideos estdo envolvidos na
modula¢do da atividade do sistema complemento em peixes (Sakai et al., 2001; Pearce et al.,

2003; Amar et al., 2004; Lin & Shiau, 2005).

2.4. Inflamacao

A inflamagdo ¢ um mecanismo normal de defesa do hospedeiro que o protege de
agressoes fisicas, quimicas e bioldgicas. Esse mecanismo serve para destruir, diluir ou
imobilizar o agente agressor, além de iniciar o processo de reparacdo do tecido lesado e ajuda
a restabelecer a homeostase em areas infectadas ou injuriadas (Garcia-Leme, 1989). Ela ¢
caracterizada pelo calor, rubor, tumor, dor e perda de fungdo, e envolve interacdes entre
varios tipos de células e a producdo de mediadores quimicos (Terr, 2004; Robbins & Cotran,
2005).

O acumulo de leucécitos no sitio lesado ¢ uma das caracteristicas principais do
processo inflamatorio, com a mobilizagdo de leucocitos, de forma adequada e em tempo habil,
da microcirculagdo para o foco inflamado, sendo esta a primeira agdo de defesa do organismo
(Moraes & Moraes, 2009).

A inflamag¢do divide-se em aguda e cronica. A reacdo inflamatoria aguda ¢ de curta
duracdo, o que varia de alguns minutos até um ou dois dias, e suas principais caracteristicas
sao vasodilatagdo arteriolar, capilar e venular; aumento da permeabilidade vascular
acompanhada da formag¢do de edema; aumento da viscosidade sanguinea e marginagao
leucocitaria; diapedese; quimiotaxia; acimulo de leucocitos, particularmente neutréfilos, no
foco lesado e fagocitose (Garcia-Leme, 1989; Robbins & Cotran, 2005; Moraes & Moraes,

2009). Contudo, quando a resposta inflamatoria aguda nao ¢ suficiente para eliminar o agente

16



patogénico, esta pode tornar-se crénica e contribuir para a perpetuacdo e progressao da
doenga (Robbins & Cotran, 2005; Moraes & Moraes, 2009).

Ensaios de inflamagdo aguda realizados com tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentadas com dietas suplementadas com as vitaminas C e E (500 mg kg™ de ambas as
vitaminas) por 30 dias mostraram aumento no nimero de células no foco inflamatorio,
quando comparados aos ndo suplementados, apds injecOes de carragenina e LPS. A
suplementag¢do vitaminica promoveu maior acumulo de células de defesa (leucocitos e
trombocitos) na bexiga natatoria apds o estimulo inflamatério, ressaltando os efeitos
benéficos da suplementacdo vitaminica para o sistema imune dos peixes (Martins et al.,
2008).

A inflamacdo cronica possui maior duragdo que a aguda, e nesta hd a presenca de
infiltrados de células mononucleares, incluindo macréfagos, linfocitos e plasmocitos;
destrui¢do tecidual induzida pela persisténcia do agente nocivo ou pelas células inflamatorias;
substituicdo do tecido danificado por tecido conectivo, efetuado por meio da proliferagao de
pequenos vasos sanguineos e, em particular, fibrose (Robbins & Cotran, 2005; Moraes &
Moraes, 2009). Outros tipos celulares presentes na inflamagdo cronica sdo os linfocitos,
plasmocitos, eosinofilos e mastocitos (Robbins & Cotran, 2005). Contudo, héa padrao distinto
de reacdo inflamatoria cronica descrita como inflamagao granulomatosa. Esta ¢ caracterizada
pelo acimulo focal de macrdofagos, a qual pode dividir-se quanto ao seu tipo em granulomas
de corpo estranho e imunes (Robbins & Cotran, 2005; Moraes & Moraes, 2009).

O granuloma é um foco de inflamagdo cronica com agregados microscopicos de
macrofagos, cercados por um colar de leucécitos mononucleares, especialmente linfocitos e
ocasionalmente, plasmocitos. Essas células gigantes podem conter grande quantidade de
citoplasma com 20 ou mais pequenos nticleos na periferia (célula gigante de Langhans) ou
distribuidos ao acaso (célula gigante do tipo corpo estranho). Contudo, ndo ha diferencas
funcionais entre esses tipos de células gigantes (Robbins & Cotran, 2005; Moraes & Moraes,
2009).

Em tildpias do Nilo, Belo (2006) avaliou o recrutamento de macrdéfagos e a formacao
de gigantdcitos em laminulas de vidro implantadas no tecido subcutaneo dos peixes e
observou maior acumulo de macréfagos e formacao de gigantdcitos em peixes suplementados
com vitamina E (500 mg/kg de racdo) e vacinados com bacterinas de Mycobacterium
marinum. Em outro estudo, a suplementacdo da dieta de tilapia do Nilo com fontes de acidos

graxos essenciais n-6 (OS) e n-3 (OL) incrementou a resposta inflamatoéria cronica pelo
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acumulo de macréfagos e formagao de gigantédcitos, células de Langhans nas laminulas

implantadas no tecido subcutaneo (Sakabe, 2007).

3. Nutri¢ao e Saude dos Peixes

Na nutrigdo de peixes, muitos beneficios no crescimento, eficiéncia alimentar e
sobrevivéncia para varias espécies cultivadas sdo alcancados em funcdo do estabelecimento
de suas exigéncias nutricionais. Recentemente, o foco dessas pesquisas expandiu-se,
considerando também o efeito desses nutrientes sobre a saude dos peixes.

As dietas artificiais constituem a principal fonte de nutrientes essenciais para os peixes
em sistemas de criagdo intensiva. As exigéncias de nutrientes essenciais (proteinas, lipidios,
minerais e vitaminas) variam em funcao de diversos fatores, entre eles a demanda metabolica
(resposta de estresse, resisténcia a enfermidades, entre outras) (Blom & Dabrowski, 1995;
Gouillou-Coustans et al., 1998). Niveis superiores aos estabelecidos para se alcangcar maximo
crescimento e utilizacdo do alimento sdo utilizados para maximizar as concentracdes
corporais e atender as fungdes fisiologicas dos peixes (Li & Robinson, 1999; Gatlin 11, 2002;
Maita, 2007), quando em situagdes de estresse, desafio com patdogenos ou condigdes
ambientais desfavoraveis. Nesse sentido, o uso de alimentos funcionais, que atuam na
manutengdo do equilibrio organico dos animais frente a condigdes adversas inerentes a
criacdo intensiva, desponta como alternativa promissora para a aquicultura.

Para manutencdo da satide em peixes cultivados, estratégia que pode ser adotada ¢ a
administracdo de imunoestimulantes em suas dietas (Maita, 2007) com o objetivo de
estimular os mecanismos nao especificos de defesa nos peixes (Sakai, 1999). A adogao dos
protocolos de imunoestimulacdo para peixes permitird maximizar a sua prote¢do em situacdes
de estresse, evitando o estabelecimento de doengas na cria¢do, contribuindo para melhorar o
desempenho zootécnico e sobrevivéncia dos peixes, o que consequentemente reduzird as
perdas econdmicas no processo produtivo.

As andlises hematologicas sdo utilizadas largamente na avaliacdo do estado de saude
de peixes, detectando mudangas fisiologicas ocorridas apds exposicao a diferentes condigdes
estressantes, tais como: alteragdes na qualidade da 4agua (Brandao et al., 2006; Aride et al.,
2007), praticas de manejo (Brandao et al., 2006; Gomes et al., 2006), doencas (Garcia et al.,
2007; Tavares-Dias et al., 2007; 2008), hipoxia ambiental (Val & Almeida-Val, 1995; Marcon
et al., 1999; Chagas & Val, 2006; Baldisseroto et al., 2008), além da exposi¢do a metais
(Duarte et al., 2009). Os parametros hematoldgicos tais como hematodcrito (Ht), concentragao

de hemoglobina (Hb) e numero de eritrécitos (RBC) sdo utilizados na avaliagdo das
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exigéncias por certos micronutrientes da dieta (Chagas & Val, 2003), assim como na
determinagdo da qualidade do alimento e estratégia de alimentacdo (Maita, 2007). As
constantes corpusculares [volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)], junto com a morfologia
dos eritrocitos, podem fornecer informagdo complementar, ajudando também na
caracterizagcdo de anemias (Maita, 2007).

Varios estudos foram conduzidos para avaliar a relagdo entre nutricdo e resposta
imune dos peixes (Selvaraj et al., 2006; Ai et al., 2007; Sealey et al., 2008; Siwicki et al.,
2009). Os acidos graxos dietéticos tém efeitos benéficos diretos e indiretos sobre a reposta
imune, na producao das citocinas (Endreas et al., 1989; Yaqoob & Calder, 1995; Pablo et al.,
2002) ou na proliferacdo de linfocitos (Endreas et al., 1989; Meydani et al., 1991; Secombes,
1985; Yaqoob et al., 1994; Pablo et al., 2002). Em bagre do canal (Ictalurus punctatus),
observou-se aumento da atividade bactericida de macrofagos no grupo alimentado com 6leo
de savelha em comparagdo aos peixes alimentados com 6leo de soja, milho ou sebo bovino
(Sheldon & Blazer, 1991). O aumento da atividade de macrofagos do rim pode estar
associado ao aumento de 4cidos graxos n-3 em bagre do canal (Blazer, 1992) e truta arco-iris
(Ashton et al., 1994). Além disso, salmdo do Atlantico (Salmo salar) alimentado com dietas
contendo altos niveis de n-3/ n-6 PUFA apresentou aumento na resposta do linfocito B e na
taxa de sobrevivéncia quando desafiado com Aeromonas salmonicida e Vibrio anguillarum
(Thompson et al., 1996).

Lin & Shiau (2005) reportaram que a suplementac¢do dietética com acido ascorbico
aumentou as respostas imunes ndo especifica de E. malabaricus, incluindo aumento da
producdo de anion superoxido, da atividade do sistema complemento e da lisozima. Os
mesmos autores também observaram maior sobrevivéncia dos peixes alimentados com a dieta
suplementada com 288 mg AA kg™ apds exposicio & bactéria Vibrio carchariae em relagio
aos peixes alimentados com dieta isenta desta suplementagao.

A suplementagdo com 200-400 mg kg™ de tocoferol e 4 ou 9% de lipidios resultou em
melhor resposta imune dos peixes incluindo maior nimero de células de defesa organica,
“burst” respiratorio de leucocitos, atividade da lisozima e do sistema complemento, sugerindo
que niveis elevados desta vitamina contribuem mais para a manutengdo da imunidade do que
para o crescimento (Lin & Shiau, 2005). Resultados similares foram observados no Sparus
aurata (Ortufio et al., 2000; Cuesta et al., 2001).

Alguns estudos mostram que os carotenoides sdo suplementos benéficos para varias

espécies de peixes, influenciando no desempenho dos reprodutores (Storebakken & Goswami,
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1996) e da prole (Verakunpiriya et al., 1997) e aumentando a resisténcia a doengas
(Tachibana et al., 1997). Dentre os carotendides, a astaxantina e o 3-caroteno se destacam por
elevarem os fatores humorais (atividade complemento e lisozima) e celulares (fagocitose e
citotoxicidade ndo-especifica) da resposta imune (Amar et al., 2000; 2001).

Guimardes (2009) avaliou o efeito de megadoses (2500, 5000, 10000, 20000 Ul kg) e
auséncia de vitamina A na dieta sobre o desempenho, parametros hematologicos,
imunologicos e resisténcia de tilapias do Nilo a infec¢do experimental com Streptococcus
iniae. A suplementacdo com vitamina A influenciou o crescimento dos animais ¢ os melhores
niveis para o 6timo fisiologico variaram de 1543 a 2403 UI kg da dieta. A deficiéncia da
vitamina provocou reducio no desempenho da espécie, hemorragias na pele, labios e base das
nadadeiras, apresentando quadro hemorragico severo apos 10 semanas, com deformidade
Ossea e nos opérculos, todavia, demonstrou limitada influéncia sobre as respostas imunes
(producdo de anion superoxido, imunoglobulina sérica e atividade da lisozima) e na
resisténcia dos animais a infec¢do por S. iniae. O autor sugeriu que a vitamina A possui
grande poder antioxidante, evidenciado pela reduzida fragilidade eritrocitaria. Sugeriu, ainda,
que o excesso de vitamina A pode ocasionar problemas metabolicos a longo prazo.

Com relacdo a atuagdo da vitamina D3 no sistema imune dos peixes, Cerezuela et al.
(2009) administraram niveis (0, 3750, 18750, e 37500 UI kg'l) dessa vitamina na dieta de
Sparus aurata, principal espécie criada no Mediterraneo. Os peixes que receberam a dieta
suplementada com 3750 UI vitamina D kg durante uma semana apresentaram aumento da
atividade citotoxica natural dos leucocitos. Apos duas semanas de alimentacdo, os peixes
alimentados com dieta suplementada com os niveis 3750 e 18750 UI kg demonstraram
aumento significativo da capacidade fagocitica dos leucdcitos, € os peixes que receberam o
nivel mais alto da vitamina (37500 UI kg™') demonstraram além de aumento da capacidade
fagocitica também aumento da peroxidase no soro. Os autores sugerem que a vitamina Ds
influencia beneficamente os parametros do sistema imune inato de Sparus aurata.

Recentemente, algumas pesquisas avaliaram a relagdo entre os nutrientes fornecidos
na dieta e a resposta imune de peixes nativos (Abreu, 2007; Biller, 2008). Em pacus, a
suplementagdo de 1% de B-glucano por sete dias promoveu aumento da atividade respiratoria
dos leucdcitos, da atividade da lisozima e da atividade de proteinas do sistema complemento

dos pacus inoculados com A. hydrophila (Biller, 2008).

20



4. Imunoestimulantes

Os imunoestimulantes sdo considerados substancias bioldgicas que possuem
capacidade de influenciar e aumentar os mecanismos especificos e ndo especificos de defesa
dos animais (Raa, 1996; Verlhac et al., 1998; Vainikka et al., 2005; Chagas et al., 2009).

Os efeitos benéficos dos imunoestimulantes consistem em aumentar a atividade de
macrofagos, fagocitose por neutréfilos e monodcitos e maior producdo de linfocitos,
imunoglobulinas e lisozima (Sakai, 1999), além de estimular o crescimento e/ou a atividade
de bactérias benéficas do trato gastrointestinal do hospedeiro (Gibson & Roberfroid, 1995),
com otimizag¢do da superficie de absor¢do intestinal (Silva & Nornberg, 2003).

Dentre os compostos com caracteristicas imunoestimulantes destacam-se os fatores
nutricionais como as vitaminas, substancias derivadas de bactérias, polissacarideos, extratos
de plantas e animais, além das substancias quimicas sintéticas (Sakai, 1999; Cook et al., 2003;
Smith et al., 2003; Vainikka et al., 2005; Li & Gatlin III, 2006). Estes compostos sao de facil
administracao e apresentam baixa toxicidade para o hospedeiro, podendo ser administrados

por meio de imersdo, inje¢do ou como um suplemento dietario (Smith et al., 2003).

4.1. Glucanos

Os B-glucanos sao macromoléculas formadas por blocos de glicose unidos por meio de
ligagdes B (1-3) e B (1-6), sendo normalmente encontrados nas células de levedura e fungos e
funcionam como imunoestimulante em mamiferos (DiLuzio, 1985) e em peixes (Robertsen et
al., 1990; Cook et al., 2003).

O mecanismo de acdo do B-glucano se d4 por meio de receptores especificos
localizados na superficie dos macrofagos (Jorgensen & Robertsen, 1995), cuja existéncia foi
observada “in vitro” em macréfagos de salmao do Atlantico (Engstad & Robertsen, 1993).
Nos peixes, o B-glucano pode favorecer a estimulacdo dos mecanismos de defesa ndo-
especificos, estimulando a atividade fagocitaria dos macréfagos e aumentando assim sua
capacidade para eliminar os patogenos (Jorgensen et al., 1993; Jorgensen & Robertsen, 1995;
Cook et al., 2003). O B-glucano ¢é responsavel também por incrementar a producdo de
proteinas liticas como a lisozima e as do sistema complemento (Engstad et al., 1992; Paulsen
etal., 2001).

Baixas concentracdes de B-glucano sdo efetivas para estimular as fun¢des imunes nao-
especificas em peixes (Robertsen et al., 1994; Santarém et al., 1997), enquanto altas
concentragdes podem exaurir as células fagociticas, prejudicando a poténcia e rapidez das

respostas frente a exposi¢ao ao patogeno (Castro et al., 1999).
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A efetividade do B-glucano em peixes foi demonstrada na defesa contra as bactérias
Aeromonas salmonicida, Vibrio salmonicida e Pasteurella piscicida (Nikl et al., 1993) e
Aeromonas hydrophila (Biller, 2008; Chagas et al., 2008), além de aumentar a eficiéncia dos
protocolos de vacinagdo por aumentar a producdo de anticorpos contra proteinas presente na
superficie das bactérias (Sherwood et al., 1987; Selvaraj et al., 2005; Whittington et al., 2005).

Na literatura ha varios estudos descrevendo o efeito benéfico do B-glucano sobre o
desempenho produtivo dos peixes, principalmente quanto ao aumento da taxa de crescimento
de diferentes espécies de peixes (Cook et al., 2003; Misra et al., 2006; Ai et al., 2007; Sealey
et al., 2008; Dalmo & Bogwald, 2008), contudo, ndo existe explicagdo plausivel para este
fato. Os estudos de Whittington et al. (2005), Bagni et al. (2005), Welker et al. (2007) e
Chagas et al. (2008) contrapdem esses achados, visto que eles ndo observaram nenhum
aumento significativo no crescimento dos peixes alimentados com dietas suplementadas com
B-glucano. No hibrido Morone chrysops x M. saxatilis a suplementagdo de B-glucano na dieta
por seis semanas nao promoveu efeito significativo sobre o desempenho produtivo da espécie,
ocasionando redu¢do do ganho de peso e conversdo alimentar, além de ndo produzir melhoras
na resisténcia as doencas e na atividade da lisozima (Jaramillo Jr & Gatlin III, 2004). Essa
divergéncia nos resultados, em parte, ¢ explicada pelas diferentes respostas obtidas na
absorcao do B-glucano no intestino (Dalmo & Bogwald, 2008), podendo essa divergéncia ser
originada também em fun¢do do método de administragdo, quantidade de [-glucano
incorporada na dieta, duracdo da administracdo, temperatura ambiental e a da espécie em
estudo (Cook et al., 2003; Abreu, 2007; Sealey et al., 2008; Dalmo & Bogwald, 2008).

O uso do B-glucano (G) e de mistura de imunoestimulante a base de aminoacidos e
nucleotideos (BAISM - B) como imunoestimulantes e promotores de crescimento foi avaliado
em juvenis de Paralichthys olivaceus. Neste estudo, Yoo et al. (2007) observaram que os
peixes alimentados com as dietas G0,1+B0,9, G0,1+B1,9 ¢ G0,15+B1,35 obtiveram maior
ganho de peso, fator de condicdo e taxas de eficiéncia alimentar, crescimento especifico e
eficiéncia protéica. Ainda, a atividade de lisozima dos peixes alimentados com G0,1+B0,9 foi
significativamente maior que o observado nos demais grupos. Estes resultados indicam que o
nivel de suplementagdo dietética 6tima para juvenis de Paralichthys olivaceus ¢ de 0,10% de
B-1,3 glucano + 0,90% de BAISM.

Falcon (2007) avaliou a suplementacdo da dieta de tildpia do Nilo com diferentes
niveis de B-glucano (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8%) e vitamina C (400 ¢ 600 mg kg'1 dieta) durante 60
dias e observou que essa suplementagdo ndo teve influéncia no desempenho produtivo da

espécie. Ainda, ap6s o estimulo pelo frio e desafio com Aeromonas hydrophila observou-se
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melhores respostas dos intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio, em tilapias
alimentadas com dieta suplementada com 0,1% de B-glucano e 600 mg de vitamina C kg™ da
dieta.

Com espécies nativas como o pacu, a suplementagdo de 0,1, 0,2 ¢ 0,3% de B-glucano
nas ragoes por 90 dias ndo promoveu melhoras no desempenho produtivo dos juvenis € nao
provocou alteracdes nos parametros fisiologicos e indicadores de estresse. Entretanto, em 30 e
60 dias de suplementagdo com 0,1% de B-glucano houve maior sobrevivéncia dos pacus
desafiados com Aeromonas hydrophila (Schorer, 2008).

Existem evidéncias de que o aumento na taxa de crescimento dos peixes, resposta de
estresse e resisténcia a doengas sdo dependentes dos niveis de B-glucano incorporado na
racdo, da via de administracdo, bem como do periodo de fornecimento da dieta (Dalmo &
Bogwald, 2008).

Abreu (2007) avaliou as vias de administra¢ao do B-glucano, inje¢do intraperitoneal ou
adicionado a ragdo, em pacus e observou que nao houve alteragdo hematoldgica em ambas as
vias testadas. Por outro lado, com a inje¢do intraperitoneal de B-glucano houve aumento da
atividade respiratoria dos leucocitos apés quatro (10pg de B-glucano) e 10 dias (50ug de B-
glucano), assim como maior atividade de lisozima nos peixes injetados com 10ug de B-
glucano e nos que receberam a suplementacao de 1,0% de B-glucano na dieta.

Com relagdo ao tempo adequado para administragdo (7, 15, 30 e 45 dias) das dietas
suplementadas de 0,1% de B-glucano e 600 mg de vitamina C kg™ dieta para juvenis de tilapia
do Nilo, Falcon (2007) relatou que o tempo de 15 dias ou mais proporcionou aumento da
resisténcia organica dos peixes frente aos desafios: estimulo pelo frio, estresse por transporte
e Aeromonas hydrophila.

Segundo Biller (2008), a suplementacdo de 0,1% de B-glucano por sete dias na dieta
do pacu promoveu maior sobrevivéncia dos peixes desafiados com A. hydrophila, e houve
aumento das células leucocitarias, nimero de trombdcitos e niveis de proteina total. Em sete
dias de suplementacdo com 1% de B-glucano, ocorreu aumento da atividade respiratoria dos
leucdcitos, da atividade da lisozima e da atividade de proteinas do sistema complemento dos
pacus inoculados com A. hydrophila. Essa autora enfatiza que a utilizacdo do B-glucano

melhorou o sistema imune inato desta espécie.

A administragdo de dietas suplementadas com B-glucano mostrou ser benéfica na
prevencao dos efeitos negativos do estresse em peixes, ressaltando a importancia do emprego

de imunoestimulantes como medida profilatica (Anderson, 1992; Selvaraj et al., 2005). Em
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Oncorhynchus mykiss, houve supressdo das respostas primarias e secundarias do estresse de
transporte, sugerindo que baixos niveis de P-glucano poderiam ser administrados na dieta
antes do transporte para prevenir esses efeitos negativos (Jeney et al., 1997). Em pacus
expostos ao estresse de captura, Abreu (2007) observou que a administracdo do B-glucano,
por injecdo intraperitoneal ou adicionado a ragdo, nao afetou os parametros hematolédgicos, e
ndo minimizou as alteracdes provocadas pelo estresse. Cinco minutos apds o inicio do
protocolo de estresse, houve aumento da atividade respiratéria dos leucocitos em pacus
alimentados com dietas suplementadas com 0,1% e 0,5% de B-glucano.

A utilizacdo de vacinas na aquicultura torna-se cada vez mais importante, pois além de
protecdo imune elas aumentam a taxa de crescimento e promovem boa eficiéncia na
conversao alimentar (Grove et al., 2003). Com esse intuito, Pilarski et al. (2009) avaliaram o
efeito da suplementacdo com diferentes niveis de B-glucano e da vacina oleosa com cepa
inativada de Flavobacterium columnare sobre as respostas hematologicas e resisténcia de
juvenis de tilapia. Estes autores relataram que para os peixes que receberam dieta
suplementada com B-glucano e vacinados houve diferenca significativa na contagem total de
células e trombocitos. A porcentagem das células brancas foi maior nos peixes vacinados e
suplementados com 1,5% de B-glucano e com relagdo aos trombocitos, a porcentagem dessas
células foi maior nos peixes vacinados e suplementados com 0,1% de B-glucano. Apds o
desafio com F. columnare observou-se maior porcentagem de mortalidade dos peixes no
grupo suplementado com 3,0% de [B-glucano e no grupo controle, enquanto nenhuma
mortalidade foi registrada nos peixes alimentados com 0,1% de B-glucano. A administracio
de uma dose tnica de vacina de F. columnare por inje¢ao intraperitoneal € a suplementagio

de 0,1% de B-glucano foi eficaz para prevenir a ocorréncia de columnariose.

4.2. Nucleotideos

Os nucleotideos sdao compostos por uma base nitrogenada, um monossacarideo
pentose e um, dois ou trés grupos fosfatos (Champe & Harvey, 1996). Eles possuem fungoes
fisioloégicas e bioquimicas essenciais que incluem numerosas reacdes de transferéncia de
grupos fosfatos, tanto do ATP como de outros nucleotideos trifosfatos, que suprem as reagdes
endergonicas, atuando também na formag¢do de inumeras coenzimas, tais como flavina
adenina dinucleotideo (FAD), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), fosfato
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADP), coenzima A e S-adenosil-metionina € como

efetores alostéricos e agonistas celulares (Carver & Walker, 1995; Cosgrove, 1998).
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Os organismos vivos podem sintetizar quantidades adequadas de nucleotideos
exigidos para crescimento e desenvolvimento normais. Entretanto, alguns tecidos t€ém uma
capacidade limitada para realizar a sintese “de novo” e dependem de compostos fornecidos
pela “via de salvamento”, tais como a mucosa intestinal, células hematopoiéticas ¢ o cérebro

(Yamamoto et al., 1997).

A suplementagdo de nucleotideos torna-se essencial quando a sintese enddgena ndo ¢
suficiente para atender as fun¢des normais (Carver & Walker, 1995). Por outro lado, Grimble
& Westwood (2000) relatam que a deficiéncia dietética de nucleotideo pode prejudicar as
funcdes do figado, coracdo, intestino e imune. Os nucleotideos tornam-se essenciais em
determinadas condigdes, pois o seu consumo pode poupar o organismo dos custos da sintese
“de novo” e da “via de salvamento”, consequentemente, otimizando as fun¢des dos tecidos
e/ou 6rgdos. As condicdes indicadas para seu uso sdo: alguns estados de doenca, periodos de
consumo limitado de nutrientes, crescimento rapido e na presenga de fatores regulatorios ou
de desenvolvimento que interferem na capacidade de sintese endogena (Carver & Walker,

1995).

Os efeitos benéficos da suplementacdo de nucleotideos na dieta incidem sobre o
crescimento, metabolismo de lipidios, fung¢des hepaticas, na maturagdo, ativacdo e
proliferagao dos linfocitos, assim como na fagocitose de macréfago e expressao génica de
certas citocinas (Gil, 2002). Lopez-Navarro et al. (1995) relataram que os nucleotideos
dietéticos sdo responsaveis por modularem o metabolismo dos nucleotideos do figado, e que
este ¢ o Orgdo mais importante para estocagem de nucleotideos e transporte inter-orgao

visando atender as necessidades fisiologicas (Gatlin III & Li, 2007).

Os nucleotideos estdo naturalmente presentes em todos os alimentos de origem animal
e vegetal como nucleotideos livres e acidos nucléicos. Atualmente, varios suplementos de
nucleotideos sdo disponiveis no mercado, sendo estes mononucleotideos e/ou
oligonucleotideos derivados da levedura (Gatlin I1I & Li, 2007).

A incorporacdo de misturas comerciais contendo nucleotideos nas dietas de peixes
resultam em melhor ganho de peso, contudo ¢ provavel que esta resposta varie em funcio da
espécie e concentragdo administrada (Bagni et al., 2005; Choudhury et al., 2005; Li & Gatlin
III, 2006). Alguns estudos mostram melhor crescimento em larvas de tilapia (Ramadan &
Atef, 1991), juvenis de truta arco-iris (Adamek et al., 1996) e de Sciaenops ocellatus (Gatlin

[T & Li, 2007). Por outro lado, para a maioria de juvenis e peixes sub-adultos, a influéncia da
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suplementagdo de nucleotideos dietéticos no crescimento tem se mostrado até certo ponto
marginal (Li et al., 2004; Gatlin III & Li, 2007).

Os nucleotideos dietéticos influenciam beneficamente o sistema imune dos peixes por
inibir a liberagdo do cortisol em situacdes de estresse (Gatlin III & Li, 2007). Em estudos
conduzidos com truta arco-iris, Leonardi et al. (2003) observaram que a suplementacdo da
dieta com nucleotideos reduziu os niveis de cortisol apos 90-120 dias de alimentagdo, tanto
nos peixes saudaveis quando nos infectados com o virus da necrose pancreética infecciosa.
Esta redugdo do estresse também resultou no aumento da resisténcia a doengas nos peixes

desafiados.

A suplementacao de nucleotideos na dieta de peixes interfere nas respostas imunes e
aumenta a resisténcia a doencas (Burrels et al., 2001; Leonardi et al., 2003; Low et al., 2003).
Em salmonideos, essa suplementacdo aumentou a resisténcia dos peixes a infecg¢des virais,
bacterianas e parasitarias, e ainda melhorou a eficicia da vacinagcdo e a capacidade
osmorregulatéria (Burrels et al., 2001). A suplementagdao de nucleotideos pode influenciar
ambos os componentes humoral e celular do sistema imune inato. Segundo Sakai et al.
(2001), essa suplementagdao ocasionou estimulacdo do sistema complemento sérico pela via

alternativa, da atividade de lisozima e da fagocitose em carpa comum.

No caso do hibrido Morone chrysops x M. saxatilis, Li et al. (2004) relataram que a
suplementagdo com nucleotideos por oito semanas antes da exposi¢ao a S. iniae reduziu a
mortalidade e quando os animais foram expostos novamente a bactéria a mortalidade foi de

52%, sendo esta significativamente menor que a observada nos peixes do grupo controle

(83,8%).

Lin et al. (2009) avaliaram o efeito de uma mistura comercial de nucleotideo contendo
inosina monofosfato (IMP), adenosina monofosfato (AMP), guanosina monofosfato (GMP),
uridina monofosfato (UMP) e citidina monofosfato (CMP), assim como a suplementagdo de
cada nucleotideo individualmente sobre o desempenho produtivo de Epinephelus
malabariscus. Os resultados do estudo mostraram que os peixes alimentados com 1,5 g da
mistura de nucleotideos kg de ragdo ou com 1,5 g de AMP kg™ de ragio obtiveram maior
ganho de peso, produg¢do de anion superdéxido (O;) e concentragdo de imunoglobulina,
ressaltando ainda que tanto a mistura de nucleotideos quando a suplementacao de
nucleotideos na forma de adenosina monofosfato (AMP) foram mais benéficos para a resposta

imune da garoupa do que os outros nucleotideos fornecidos isoladamente.
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5. Estresse em peixes

Estresse ¢ uma condi¢@o na qual o equilibrio fisioldégico dindmico, ou homeostase, de
determinado organismo ¢ pertubado ou influenciado por um estimulo intrinseco ou extrinseco,
denominado estressor (Barton & Iwama, 1991).

Os peixes, frente a um agente estressor, t€m a capacidade natural de responder
fisiologicamente. Entretanto, a resposta de estresse pode ser deletéria a satide dos peixes,
quando os mecanismos de resposta sdo for¢ados além de seus limites normais (Barton &
Iwama, 1991). As respostas ao estresse sao divididas em trés categorias: primaria, secundaria
e tercidria (Barton & Iwama, 1991). Em geral, diante de um estressor, a resposta primaria
consiste na liberacdo de hormonios como o cortisol (Barton & Iwama, 1991; Acerete et al.,
2004); a secundaria esta relacionada ao metabolismo energético, como hiperglicemia e
alteracdo da homeostase eletrolitica no sangue e tecidos (Barton & Iwama, 1991; McDonald
& Milligan, 1997; Wendelaar Bonga, 1997); a tercidria inclui o comprometimento no
desempenho, mudancas no comportamento e aumento da suscetibilidade a doengas
(Wedemeyer, 1996; Wendelaar Bonga, 1997).

O cortisol ¢ um dos indicadores primarios mais utilizado para a caracterizacdo do
estresse em peixes (Barton & Iwama, 1991; Acerete et al., 2004; Wendelaar Bonga, 1997).
Ele apresenta amplo espectro de atividade em peixes, combinando fungdes
mineralocorticoides e glicocorticoide (Wendelaar Bonga, 1997). A agdo do cortisol em peixes
inclui regulacdo do equilibrio hidromineral e metabolismo energético, reducdo da taxa de
crescimento, supressdo da fungdo reprodutiva e do sistema imune dos animais (Wendelaar
Bonga, 1997).

Niveis elevados de glicose, relatada em muitas espécies de peixes, ¢ uma das respostas
secundarias mais utilizadas para quantificacdo de estresse nestes organismos (Barton &
Iwama, 1991; McDonald & Milligan, 1997; Wendelaar Bonga, 1997). A hiperglicemia ¢
mediada principalmente pelo efeito da inducao exercida pelas catecolaminas sobre a liberagao
de glicose do figado, sendo a glicogenolise o principal processo de liberacdo de glicose para o
plasma (Wendelaar Bonga, 1997). Na resposta de estresse, a mobilizagdo da glicose ocorre
como um meio para fornecer energia extra ao animal, para que este possa superar o disturbio
imposto (Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997).

As andlises hematologicas sdo utilizadas largamente na avaliacdo do estado de saude
de peixes (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias et al., 2009), sendo importante
ferramenta para identificacdo do estresse que o ambiente e os parasitos podem impor aos

peixes (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias et al., 2009). Nesse sentido, o
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estabelecimento de valores de reféncia das variaveis hematologicas para as principais espécies
cultivadas sdo de extrema importancia no diagnostico de doencgas (Tavares-Dias & Moraes,
2007; Tavares-Dias et al., 2009). Os valores de referéncia para os parametros eritrocitarios
foram recentemente determinados em animais de cultivo como o tambaqui (Colossoma
macropomum), a matrinxa (Brycon amazonicus), pirarucu (Arapaima gigas), surubim hibrido
(Pseudoplatystoma fasciatum x P. corruscans) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(Tavares-Dias et al., 2009). Anteriormente, os valores de referéncia dessas varidveis eram
provenientes de animais coletados na natureza (Marcon et al., 1999).

O transporte de peixes, que envolve procedimentos de captura, confinamento,
manuseio, adensamento e o transporte propriamente dito, ¢ pratica indispensavel na
aquicultura; contudo tal pratica induz respostas de estresse, com consequéncias negativas
sobre o desempenho produtivo, resposta imune e resisténcia dos peixes a patdogenos
(Wendelaar Bonga, 1997; Barton, 2000; Barton et al., 2000; Brandao et al., 2006; Gomes et
al., 2000).

Em espécies nativas como o tambaqui (Colossoma macropomum), o pirarucu
(Arapaima gigas), a matrinxa (Brycon amazonicus), o pacu (Piaractus mesopotamicus), o
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e o jundia (Rhamdia quelen) varias alteragdes
hormonais, metabdlicas, i06nicas e hematoldgicas, em decorréncia do estresse, foram
registradas (Barcellos et al., 2001; Gomes et al., 2003; Gomes et al., 2006; Urbinati &
Carneiro, 2006; Takahashi et al., 2006; Brandao et al., 2008; Fagundes & Urbinati, 2008;
Carneiro et al., 2009).

Durante o transporte o principal promotor do estresse ¢ a abrasdo mecanica causada
pelo inevitavel contato entre os peixes quando a densidade de estocagem ¢ elevada (Ross &
Ross, 1999). Nesse sentido, o efeito da densidade de carga (78, 156, 234 ¢ 312 g L") no
transporte de tambaqui (Colossoma macropomum), em sistema fechado, por 10 horas foi
avaliado sobre os niveis de cortisol e glicose plasmatica. Os autores observaram aumento nos
niveis desses indicadores de estresse e, consequentemente, reducdo da sobrevivéncia da
espécie. A melhor densidade de carga para o transporte de tambaqui em sistema fechado, por
10 horas, foi estabelecida em 78 g L™ (Gomes et al., 2003). De forma semelhante, Abreu et al.
(2008) avaliaram o efeito da densidade de carga (83, 125, 168 e 206 g L) no transporte de
matrinxa (Brycon amazonicus) por quatro horas. Em todas as densidades avaliadas houve
aumento dos niveis de cortisol e glicose sanguinea apos o transporte, ndo sendo observada

mortalidade até uma semana apos o transporte.
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Em juvenis de jundia (Rhamdia quelen), as respostas fisiologicas de estresse causadas
pelo transporte por quatros horas em sistema fechado, utilizando diferentes densidades (75,
150, 250 ¢ 350 g L"), ocasionaram elevagdo dos niveis plasmaticos de cortisol e aménia,
sendo estes valores mais expressivos na maior densidade de transporte (Carneiro et al., 2009).
Ainda, com jundids, machos e fémeas, altos niveis de cortisol e glicose plasmatica foram
observados ap0s captura e transferéncia de tanques (Barcellos et al., 2001).

Brandao et al. (2006) avaliaram as respostas de estresse em pirarucu (Arapaima gigas)
durante praticas de rotina em sistemas de criacdo como o transporte, adensamento € exposicao
a amodnia. Os autores observaram que as respostas de estresse, avaliadas por meio de
indicadores como cortisol, glicose, lactato e hematdcrito, durante o transporte foram similares
as do adensamento, porém, a magnitude das respostas do adensamento foi maior. Quando da
exposicdo a amodnia, esta pratica ndo causou alteragdo imediata nos parametros fisiologicos,
havendo laténcia na resposta de estresse. As alteracdes fisiologicas do pirarucu frente aos
agentes estressores, de forma geral, ocorreram no momento mais intenso do manejo, o que
facilita minimiza-las com a adog¢do de boas praticas de manejo durante a criagdo de peixes.

O conhecimento das respostas de estresse em operacdes de transporte de peixes ¢
primordial para o estabelecimento de praticas de manejo adequadas (Wedemeyer, 1997),
principalmente aquelas que reduzam a mortalidade dos peixes poOs-transporte (Takahashi et
al., 2006; Sink & Neal, 2009). Assim, muitos pesquisadores avaliaram alguns produtos para
minimizar o efeito do estresse como cloreto de sodio (Gomes et al., 2003; Gomes et al., 2006;
Urbinati & Carneiro, 2006; Brandao et al., 2008), sulfato de calcio (Bendhack & Urbinati,
2009) e anestésicos (Urbinati & Carneiro, 2001; Sink & Neal, 2009); além do emprego de
imunoestimulantes na dieta (Sakai, 1999; Li & Gatlin III, 2006; Dalmo & Bogwald, 2008).

6. Vacinac¢ao de peixes

A vacinagdao ¢ um método de imunoestimulagdo especifica utilizada nos humanos e
animais, incluindo os peixes (Iwama & Nakanishi, 1996). A vacina ¢ um imundgeno nao-
patogénico que, quando inoculado num hospedeiro, induz imunidade protetora contra um
patogeno especifico do qual é derivado. Algumas vacinas sdo preparadas a partir de bactérias
ou virus, utilizando-se para isto organismos potencialmente patog€nicos mortos por
tratamento quimico ou calor ou entdo atenuados, o que significa dizer que perderam a
capacidade de produzir a doenga (Parslow, 2004).

Na aquicultura, as vacinas utilizadas consistem de preparagdes de bactérias vivas

atenuadas, células mortas ou extratos celulares que sao administrados aos peixes por inje¢ao
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ou imersao (Gatlin III, 2002). No desenvolvimento de vacinas para peixes hd necessidade de
se compreender os mecanismos basicos da diferenca entre a protecdo alcancada por vacinas
inativadas e a forte imunidade induzida por vacinas de DNA. No caso dos antigenos
inativados, a maioria destes ndo ira induzir resposta imune adequada quando administrados na
auséncia de adjuvante (Dalmo & Bogwald, 2008).

Os adjuvantes intensificam a resposta a um imundgeno quando administrados
conjuntamente. A a¢do dos adjuvantes consiste em prolongar a retencdo do imunogeno,
aumentar o tamanho efetivo do imunogeno, promovendo assim a sua fagocitose e
apresentacdo pelos macréfagos, estimulando o influxo de macréfagos ou outros tipos de
células imunologicas para o local de injegao ou promovendo a produgao local de citocinas e
outras atividades imunologicas dessas células (Parslow, 2004).

Os imunoestimulantes tem sido usados como adjuvantes para aumentar a poténcia e
eficacia da vacina, além de ativar as células apresentadoras de antigenos como os macrofagos
para produzir mais moléculas sinalizadoras, como as citocinas, que por sua vez recrutam
outras células do sistema imune (Raa, 2000). Quando administrados antes, com, ou apds as
vacinas, os imunoestimulantes amplificam a resposta imune especifica por aumentar os niveis
de anticorpos circulantes (Anderson, 1992).

O uso de vacinas para enfermidades bacterianas em peixes ¢ realidade em varios
paises do mundo, principalmente no Chile, Noruega e Estados Unidos. H4 grande potencial
para pesquisa no campo da vacinologia de peixes, podendo ser as doencas bacterianas
controladas pela vacinagdo, especialmente as infec¢des causadas pelo grupo das Aeromonas
moveis (Gudding et al., 1999; Kamilya et al., 2006).

No grupo de bactérias das Aeromonas méveis (Aeromonas hydrophila, A. bestiarum,
A. sobria, A. jandaei, A. allosaccharophila ¢ A. veronii), consideradas como patdogenos
oportunistas de peixes (Toranzo et al., 1989; Esteve et al., 1995; Austin & Austin, 1999;
Guzman-Murillo et al., 2000; Kozinska et al., 2002), a espécie Aeromonas bestiarum foi
utilizada no preparo de vacinas para carpa (Cyprinus carpio) (Kozinska & Guz, 2004), sendo
avaliadas trés preparagdes de vacinas: bactéria atenuada com formalina e emulsificada com
6leo, bactéria morta por formalina e lipopolissacarideo (LPS), as quais apresentaram eficacia
para carpas quando desafiadas com cepa homologa de A. bestiarum. Apods a vacinagdo, os
peixes apresentaram altos niveis de atividade fagocitica, anticorpos e lisozima.

Vacinas também estdo sendo desenvolvidas para Aeromonas hydrophila (Karunasagar
et al., 1993), mas estas ndo sdo ainda comercialmente disponiveis. Na espécie Catla (Catla

catla), o emprego de glucano como adjuvante aumentou a eficacia da vacina contra A.
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hydrophila. Um bom nivel de protegdo contra A. hydrophila foi observado em todos os grupos
de peixes vacinados apos o desafio bacteriano (Kamilya et al., 2006).

A vacinagdo oral ¢ um método alternativo de imunizacdo em sistemas de criagdo
intensiva de peixes. Contudo, sua efetividade ¢ limitada devido a degradacdo da vacina no
trato digestorio dos peixes. Nesse sentido, uma vacina oral contra Aeromonas hydrophila foi
avaliada pela producdo de pequenas microesferas biocompativeis de alginato estaveis
capturando células inativadas de A. hydrophila. Particulas esféricas ¢ nao agregadas de
alginato com didmetro menor que 50 um foram obtidas por emulsificagdo controlada
empregando 6leo de milho e “Span 80”, o que resultou numa eficiéncia de incorporagdo da
bactéria de 100% e carga acima de 14 mg mL™"' de particulas umidas. Estas particulas foram
estaveis, nas condi¢des do trato gastrointestinal, por tempo superior a 12 horas e
demonstraram alto potencial tecnoldgico para uso em imunizacdo de peixes (Rodrigues et al.,
2006).

Outro método de vacinagdo oral foi desenvolvido por Nayak et al. (2004), que
consistiu no preparo de biofilme de Aeromonas hydrophila que foi administrado incorporado
na dieta de “walking catfish” (Clarias batrachus) durante 20 dias. Os resultados deste estudo
mostram que os niveis de anticorpo e a porcentagem relativa de sobrevivéncia apos o desafio
bacteriano foram significativamente maiores nos peixes vacinados com o emprego do
biofilme.

Nos Estados Unidos, hd uma vacina licenciada para uso que consiste numa vacina de
imersdo preparada com bactéria viva para columnariose (AQUAVAC-COL,
Intervet/Schering-Plough), indicada para uso no bagre de canal (Ictalurus punctatus) (Bebak
et al.,, 2009). Essa vacina foi avaliada em alevinos de “largemouth bass” (Micropterus
salmoides floridanus) com a reducdo da mortalidade de peixes desafiados com
Flavobacterium columnare (Bebak et al., 2009). Outras vacinas, como a Aplphaject 400”
(Europharma, Oslo, Norway) e a Norvax Minova 4WD® (Intervet Norbio, Bergen, Norway)
consistem de preparacdes multiplas com eficicia contra furunculose (Aeromonas
salmonicida), vibriose (Vibrio anguillarum) e vibriose de agua fria (Vibrio salmonicida);
sendo que a segunda vacina protege também contra ulcera de inverno (Moritella viscosa)
(Rungruangsak-Torrissen et al., 2009).

Diferentes tipos de vacinas efetivas contra “viral nervous necrosis” (VNN) causada
por nodavirus, que ocasiona anormalidades neuroldgicas como natacdo erratica, lesdes no
sistema nervoso central e retina, foram avaliadas por imunizacao via inje¢ao (Yamahita et al.,

2009). Uma tunica inje¢ao de vacina inativada para “red-spotted grouper nervous necrosis
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virus” (RGNNV) sem adjuvante foi efetiva em induzir imunidade protetora com produgao de
anticorpos em garoupas (Epinephelus septemfasciatus) (Yamashita et al., 2005; 2009).

No Brasil, os primeiros resultados com vacinagdo de peixes foram relatados por
Pilarski (2006), que estudou o efeito da suplementacdo com vitamina C na eficacia de vacina
atenuada contra Flavobacterium columnare injetada intraperitonealmente em tilapias do Nilo
e concluiu que a administragdo de 500 mg de 4cido ascorbico’kg de ragdao potencializou o
efeito da vacina, pois mitigou os efeitos nocivos do estresse, contribuindo para a reducao de
cortisol plasmatico e aumento de células de defesa organica.

Pilarski et al. (2009) avaliaram o efeito da suplementagdo de diferentes niveis de P-
glucano e da vacina oleosa com cepa inativada de Flavobacterium columnare sobre as
respostas hematoldgicas e resisténcia de juvenis de tilapia. Estes autores relataram que para os
peixes alimentados com dieta suplementada com [B-glucano e vacinados houve diferenga
significativa na contagem total de células e trombdcitos. A porcentagem das células brancas
foi maior nos peixes vacinados e alimentados com dieta suplementada com 1,5% de B-
glucano e com relagdo aos trombdcitos, a porcentagem dessas células foi maior nos peixes
vacinados e alimentados com dieta suplementada com 0,1% de B-glucano. Apds o desafio
com F. columnare observou-se maior porcentagem de mortalidade dos peixes no grupo
alimentado com dieta suplementada com 3,0% de B-glucano e no grupo controle, enquanto
nenhuma mortalidade foi registrada nos peixes alimentados com dieta suplementada com
0,1% de B-glucano. A administragdo de uma dose Unica de vacina de F. columnare por
injecdo intraperitoneal e a suplementagdo de 0,1% de B-glucano foi eficaz para prevenir a

ocorréncia de columnariose.

6.1. Aeromonas hydrophila

A bactéria Aeromonas hydrophila ¢ comum em ambientes aquaticos de todo o mundo.
Frequentemente causa a enfermidade conhecida como septicemia hemorragica em peixes de
agua doce (Merino et al., 1995; Kirov et al., 2002; Who, 2004) e outros vertebrados, incluindo
o homem (Vivas et al., 2004; Castilho et al., 2009). Embora receba notoria atengdo como
importante patogeno de peixes, ela também compde parte da microflora normal do intestino
de peixes saudaveis (Cipriano, 2001). Também ¢ considerada parte da flora autoctona do meio
aquatico, podendo ser isolada de dguas continentais ou marinhas, contaminadas ou ndo (Barja
& Estevez-Toranzo,1988).

A habilidade do patéogeno de localizar, atacar e consequentemente infectar o

hospedeiro susceptivel ¢ o primeiro passo para o desenvolvimento da doenca.
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Consequentemente, fatores produzidos pela bactéria, que podem facilitar o contagio, sdo
importantes elementos de viruléncia bacteriana. Dentre eles destaca-se a fimbria, que facilita
sua adesdo as células do hospedeiro (Cipriano, 2001).

Essas bactérias possuem ainda fatores hemorragicos e toxinas letais, como
enterotoxinas, fator dermonecroético, hemoaglutininas, hemolisina, citotoxinas, proteases,
endotoxinas, adesinas, proteinases e quitinases. Essas toxinas tém a capacidade de atacar e
selecionar células hospedeiras via acdo de adenosinas (Trust et al., 1980). A membrana
externa também tem importante papel na interagdo com hospedeiro na patogenicidade da
bactéria durante aderéncia, retirada de nutrientes ¢ eliminagdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro (Seltman & Holst, 2002). Ela também possui antigenicidade protetora, devido aos
componentes da membrana externa serem facilmente reconhecidos como substincias
estranhas pelo sistema de defesa imune do hospedeiro (Seltman & Holst, 2002).

A Aeromonas hydrophila ¢ um bacilo gram-negativo que possui flagelo movel, é
aerobia, citocromomooxidase positiva, fermentadora de glicose, aerdbia ou anaerobicamente.
O crescimento da bactéria ocorre em meios simples, as colonias podem crescer de um a trés
milimetros de didmetro a 25,0 °C, durante 48 horas, sendo arredondadas, brilhantes e de
coloragdo creme (Alexandrino et al., 2000). Elas podem crescer na auséncia de cloreto de
sodio, em temperaturas minimas de 0 a 5 °C e maximas de 38 a 41 °C, em pH entre 5 a 9
(Altwegg & Geiss, 1989).

Consideradas oportunistas, se manifestam em hospedeiros debilitados ou infectados
por outros patdgenos, como outras bactérias, virus ou parasitos (Dooley & Trust, 1988;
Merino et al., 1995). Neste caso, o estresse, principalmente provocado por condig¢des
ambientais e fisiologicas adversas, ¢ considerado um fator pré-disponente ao aparecimento da
doenca causada por esta bactéria (Jeney & Jeney, 1995).

A infec¢do por Aeromonas moéveis ¢ provavelmente a doenga bacteriana mais comum
de peixes de agua doce, sendo esta bactéria comumente isolada da superficie da mucosa e
orgdos internos de peixes clinicamente saudaveis (MacMillan, 1985), além da alta prevaléncia
da bactéria estar associada com dguas organicamente poluidas (Hazen et al., 1978). Em peixes
de 4gua doce, as espécies de bactérias que causam problemas dentro do género Aeromonas
sdo: A. hydrophila, A. sdbria e A. cavia (Belém-Costa, 2001).

Fatores de riscos predisponentes incluem alta temperatura, altas densidades de
estocagem, polui¢do organica e hipoxia. As aecromonas mdveis geralmente invadem feridas na
pele, comumente com infecgdes fingicas ou ectoparasitos (Noga, 1986). Estd geralmente

associada com outros patdgenos, como o protozoario Epistylis, responsaveis por causar lesdes
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na pele conhecida como “red-sore disease” (Esch & Hazen, 1980). A enfermidade pode
aparecer na forma hiperaguda sem lesdes aparentes, na forma aguda com hemorragia nas
branquias, ao redor do anus e 6rgdos internos, além das formas subaguda e cronica (Barja &
Estevez-Toranzo, 1988).

A severidade da enfermidade ¢ influenciada por grande nuimero de fatores inter-
relacionados, incluindo a viruléncia da bactéria, o tipo e grau de estresse sofrido pela
populagdo de peixes, condi¢do fisioldgica e grau de resisténcia genética do hospedeiro
(Cipriano, 2001). Os sinais clinicos caracteristicos da aeromoniose sdo a septicemia
hemorragica, petéquias distribuidas por toda a superficie corporal do animal, anemia, corrosao
das nadadeiras, ulceragdes oculares, eritrodermatite, escamas protusas, exoftalmia e distensdao
abdominal por ascite (Karunasagar et al., 1989; Merino et al., 1995; Austin & Austin, 1999;
Kirov et al., 2002). Histologicamente, os peixes podem exibir hiperplasia epitelial no
intestino, congestdo das leptomeninges no cérebro, trombose e inflamagdo na regido
periesclerdtica e epitélio ocular (Fuentes & Perez, 1998). A infeccao sistémica € caracterizada
por necrose difusa em diversos oOrgdos internos e a presenca de melanomacrofagos.
Internamente, o figado e o rim sdo os 6rgdos alvo da septicemia aguda. O figado pode tornar-
se palido ou ter coloragdo esverdeada enquanto o rim pode se tornar friavel. Esses o6rgaos sao
atacados pela toxina bacteriana e perdem sua integridade estrutural (Huizinga et al, 1979).
Quando os danos ao figado e rim sdo extensos, o coragdo € o baco ndo sdo necessariamente
prejudicados. Todavia, elipsoides esplénicos sdo frequentemente centros de intensa atividade
fagocitica pelos macréfagos (Cipriano, 2001). Peixes em estadgios avancados da doenga
apresentam também septicemia, deplecao e necrose do tecido hematopoiético renal e
esplénico, necrose da mucosa intestinal e necrose focal no coracdo, figado, pancreas e
gonadas (Bach et al., 1978; Huizinga et al., 1979). A presenga de melanina livre ou
lipofucsina dos centros de melanomacrofagos rompidos € caracteristico (Roberts, 1989).

Boijink & Brandao (2001) avaliaram o efeito da inoculagdo de suspensdes de
diferentes quantidades de células de Aeromonas hydrophila em juvenis de jundia (Rhamdia
quelen), sendo as concentragdes de 1,3 x 10° e 3,5 x 10® UFC de A. hydrophila ml™" de
solugdo salina letais para jundid quando inoculados intramuscularmente.

A interacdo entre as vitaminas C ¢ E na dieta de pacus (Piaractus mesopotamicus) nao
teve influencia sobre a taxa de mortalidade de peixes infectados com A. hydrophila em
diferentes temperaturas. Nao houve interacdo entre o nivel de vitamina C e E quanto a
mortalidade. Independente da suplementagdo vitaminica, apos o desafio, os peixes menores

apresentaram maior taxa de mortalidade que os maiores e o grupo mantido em ambiente com
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temperatura mais alta apresentaram maior taxa de mortalidade apos o desafio (Garcia et al.,
2009).

Algumas espécies de Aeromonas sao associadas a doencas em seres humanos, sendo
classificadas pela OMS (2003) como patéogenos veiculados pela agua e por alimentos
contaminados, de interesse emergente a saude publica (Merino et al., 1995). Em seres
humanos, esta bactéria pode causar febre, dor abdominal, vomitos, diarréias, meningite,
endocardite, septicemia, inflamac¢do do tecido conjuntivo e sindrome hemolitica urémica,
infeccdes respiratorias e intestinais, especialmente em individuos imunossuprimidos (Janda &

Abbott, 1998).
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Objetivo geral

Este estudo teve por objetivo avaliar a eficacia dos imunoestimulantes B-glucano e
nucleotideos na dieta do tambaqui (Colossoma macropomum) com base no desempenho
produtivo e resisténcia frente ao desafio bacteriano, nas respostas fisiologicas de estresse e na

eficacia de uma vacina contra Aeromonas hydrophila.

Objetivos especificos

1. Avaliar o emprego dos imunoestimulantes B-glucano e nucleotideos na dieta do

tambaqui sobre o desempenho produtivo, respostas fisioldgicas, imunolédgicas e resisténcia

frente ao desafio com Aeromonas hydrophila.

2. Avaliar as respostas fisiologicas de estresse de tambaquis alimentados com racao

suplementada com B-glucano ou nucleotideos apos transporte em sistema fechado.

3. Avaliar a eficacia de uma vacina contra Aeromonas hydrophila para juvenis de

tambaqui alimentados com ragdo suplementada com B-glucano.
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CAPITULO II

Desempenho produtivo, respostas fisioldgicas e desafio com
Aeromonas hydrophila em juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) alimentados com ragdo suplementada com p-glucano

e nucleotideos
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RESUMO

O tambaqui, Colossoma macropomum, ¢ a espécie mais criada na regido Norte do Brasil em
diferentes sistemas de criagdo intensiva e a suplementa¢do de imunoestimulantes na dieta
dessa espécie ¢ vista como alternativa para incrementar as respostas especificas e nao
especificas de defesa desses animais. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o emprego dos
imunoestimulantes B-glucano e nucleotideos na dieta do tambaqui sobre o desempenho
produtivo, respostas fisioldgicas, imunologicas (concentracdo e atividade de lisozima, e
atividade respiratoria de leucocitos) e resisténcia frente ao desafio com Aeromonas
hydrophila. Para isto, foram utilizados 297 peixes (29,45 + 0,80 g; 12,02 + 0,12 cm) em dois
diferentes experimentos. No experimento I avaliou-se o emprego de B-glucano (0; 0,1; 0,2;
0,4 ¢ 0,8% kg dieta) e no experimento II o emprego de nucleotideos (0; 0,2 e 0,5% kg™
dieta). Apos 60 dias foi avaliado o desempenho produtivo e entdo os peixes foram desafiados
com A. hydrophila, sendo avaliados os parametros hematoldgicos, bioquimicos e
imunoldgicos antes e apds o desafio bacteriano. Os resultados deste estudo mostram que a
suplementagdo de PB-glucano e nucleotideos na dieta do tambaqui por 60 dias ndo teve
influéncia sobre o desempenho produtivo. Apds a realizagdo do desafio bacteriano pode-se
caracterizar a ocorréncia de anemia normocitica-normocromica (experimento I - B-glucano) e
anemia macrocitica-hipocrémica (experimento II — nucleotideos), sendo observado ainda que
a suplementacdo com [B-glucano ndo alterou a concentracdo e atividade de lisozima e a de
nucleotideos promoveu redugdo na atividade respiratéria de leucocitos nos tambaquis.
Entretanto, a menor suplementagcdo dos imunoestimulantes (0,1% de B-glucano ¢ 0,2% de
nucleotideos) foi eficiente em garantir maior sobrevivéncia para a espécie quando desafiada

com Aeromonas hydrophila.

Palavras chave: Tambaqui, imunoestimulantes, Aeromonas hydrophila.
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ABSTRACT

The Colossoma macropomum is the most farmed species in the north region of Brazil in
intensive system. The immunostimulant supplementation in the species diet can be an
alternative to increase the specific and non-specific immune defenses of this fish. The aim of
this study was to evaluate the use of the immunostimulants -glucan and nucleotides in the
tambaqui diet on the productive performance, physiological and immunological responses
(concentration and activity of lysozime, and respiratory burst of leucocytes) and resistance to
Aeromonas hydrophila challenge. A total of 297 fish (29.45 + 0.80 g; 12.02 + 0.12 cm) were
used in two experiments. Experiment I tested different B-glucan concentrations (0; 0.1; 0.2;
0.4 and 0.8% kg™ diet) and experiment II different nucleotide concentrations (0; 0.2 and 0.5%
kg diet). After 60 days the productive performance was evaluated and fish were challenged
with A. hydrophila. Hematological, biochemical and immunological parameters were
determined before and after the bacteria challenge. The results this study indicated that the [3-
glucan and nucleotide dietary supplementation for 60 days had no influence on the productive
performance. After the challenge was observed normocytic-normocromic anemia (first
experiment with B-glucan) and macrocytic-hipocromic anemia (second experiment with
nucleotide). The B-glucan supplementation did not change the lysozime concentration and
activity and the nucleotide supplementation promoted the reduction of the oxidative burst of
leukocytes in tambaquis. The lowest concentrations of both immunostimulants (0.1% -
glucan and 0.2% nucleotide) were effective to ensure higher survival rates of tambaqui when

challenged with Aeromonas hydrophila.

Key words: Tambaqui, immunostimulants, Aeromonas hydrophila.
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Introducio

A criagdo de espécies nativas vem crescendo nos ultimos anos e, no caso do tambaqui
(Colossoma macropomum), sua criagdao tem se expandido nas regides Norte, Nordeste,
Centro-oeste ¢ Sudeste (IBAMA, 2005) devido ao seu excelente potencial para produgdo
intensiva, principalmente pela facil obtencao de juvenis, bom potencial de crescimento, alta
produtividade, resisténcia a baixos niveis de oxigénio dissolvido e excelente utilizagdo de
alimentos (Saint-Paul, 1986; Val et al., 1998; Aratjo-Lima & Goulding, 1998; Melo et al.,
2001; Aratjo-Lima & Gomes, 2005). E a espécie mais criada na regiio Norte do Brasil
(IBAMA, 2005), alcancando 3 kg de peso apés 12 meses em sistemas de viveiros/barragens
(Melo et al., 2001; Araujo-Lima & Gomes, 2005). Contudo, um dos principais problemas
relacionados a sua criagdo ¢ a ocorréncia de doencas parasitarias e bacterianas (Arajo-Lima
& Goulding, 1998; Malta et al., 2001; Silva, 2001), sendo a bactéria Aeromonas hydrophila
um dos problemas na criagao de peixes de agua doce.

Nos sistemas de criacao intensiva, os peixes sdo expostos continuamente a alteracdes
na qualidade da dgua e a praticas de manejo, tais como: manuseio excessivo, transporte e
adensamento, que induzem respostas de estresse, com consequéncias negativas sobre o
desempenho produtivo, resposta imune e resisténcia dos peixes a doengas (Wendelaar Bonga,
1997; Barton, 2000; Barton et al., 2000; Brandao et al., 2006).

Nesses sistemas criacdo, o uso de quimioterdpicos e antibidticos tem aumentado em
funcdo da elevada ocorréncia de doengas parasitarias e infecciosas (Pilarski & Sakabe, 2009).
Entretanto, o seu uso indiscriminado ocasiona problemas como o desenvolvimento de
bactérias resistentes, presenca de residuos de antibioticos nos tecidos de peixes
comercializados e o impacto negativo no ambiente (Buchman et al., 1992; Grant & Briggs,
1998; Smith et al., 2003; Sorum, 2006). Assim, o emprego das boas praticas de manejo
(BPMs) vem sendo realizado (Boyd & Queiroz, 2004), com o uso de imunoestimulantes
(Sakai, 1999; Li & Gatlin III, 2006; Dalmo & Bogwald, 2008).

Os imunoestimulantes sdo substancias bioldgicas que podem incrementar as respostas
especificas e ndo especificas de defesa dos animais (Raa, 1996; Verlhac et al., 1998; Vainikka
et al., 2005; Chagas et al., 2009). Os efeitos benéficos dos imunoestimulantes consistem em
aumentar a atividade de macréfagos, fagocitose por neutrofilos e monocitos e maior produgdo
de linfocitos, imunoglobulinas e lisozima (Sakai, 1999), aumentando a resisténcia desses
animais frente a infec¢do por organismos oportunistas (Erdal et al., 1991; Raa, 1996; Verlhac
et al., 1998; Sakai, 1999; Amar et al., 2001; Vainikka et al., 2005). Dentre estes compostos

destacam-se os glucanos e os nucleotideos.
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Os glucanos sao macromoléculas formadas por blocos de glicose unidos por meio de
ligagdes B (1-3) e B (1-6), sendo normalmente encontrados nas células de levedura e fungos e
funcionam como imunoestimulante em mamiferos (DiLuzio, 1985) e em peixes (Robertsen et
al., 1990; Cook et al., 2003). Nos peixes, o B-glucano pode favorecer a estimulacdo dos
mecanismos de defesa ndo-especificos, estimulando a atividade fagocitaria dos macréfagos e
aumentando assim sua capacidade de defesa contra patdogenos (Jorgensen et al., 1993;
Jorgensen & Robertsen, 1995; Cook et al., 2003), além de incrementar a producdo de
prodteinas liticas como a lisozima e as do sistema complemento (Engstad et al., 1992; Paulsen
et al., 2001). De forma semelhante, a suplementacao de nucleotideos nas dietas dos peixes
influencia as respostas imunes € aumenta a resisténcia a doencas (Burrels et al., 2001;
Leonardi et al., 2003; Low et al., 2003). Em salmonideos essa suplementacdo aumentou a
resisténcia dos peixes a infec¢des virais, bacterianas e parasitarias, e ainda melhorou a
eficacia da vacinagdo e a capacidade osmorregulatéria (Burrels et al., 2001).

Os efeitos benéficos do B-glucano e nucleotideos sdo relatados em diferentes espécies
de peixes (Ramadan & Atef, 1991; Adamek et al., 1996; Cook et al., 2003; Misra et al., 2006;
Ai et al., 2007; Sealey et al., 2008; Dalmo & Bogwald, 2008). Contudo, pesquisas avaliando o
potencial desses suplementos a base de glucanos e nucleotideos em peixes nativos brasileiros
sao limitadas. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o emprego dos imunoestimulantes
B-glucano e nucleotideos na dieta do tambaqui sobre o desempenho produtivo, respostas

fisiologicas, imunologicas e resisténcia frente ao desafio com Aeromonas hydrophila.

Material e Métodos
Este estudo foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de
Jaboticabal, SP, no Centro de Aquicultura da Unesp (Caunesp), Laboratério de Patologia de

Organismos Aquaticos.

Dietas experimentais

Oito dietas praticas foram preparadas contendo 28% de proteina bruta (PB), sendo
cinco dietas com B-glucano e trés dietas com nucleotideos. O percentual dos ingredientes e a
composi¢ao quimico-bromatoldgica das dietas sao apresentados na Tabela 1.

As dietas foram processadas na fabrica de racdo do Caunesp. No seu preparo, todos os
ingredientes foram moidos (<0,7 mm), pesados e entdo homogeneizados em misturador

manual. Apds a mistura, procedeu-se a peletizacdo (Peletizadora CPM California, Pellet Mill

61



Co, modelo 20A) e as racdes foram secas ao ar durante 24 horas. As ragdes foram
armazenadas a -20 °C até o momento de sua utilizacdo.

A fonte de B-glucano utilizada foi o produto Betamune® (Biorigin, S3o Paulo, Brasil)
e a de nucleotideos foi o produto Hilyses® (ICC Ind. Com. Exp. e Imp. Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), obtidos a partir da parede celular da levedura Saccaromyces cerevisiae, os quais
possuem 80% de atividade para o B-glucano e 23% de atividade para o nucleotideo,

respectivamente.

Delineamento experimental e manejo alimentar

Juvenis de tambaqui (n=297; peso médio 29,45 + 0,80 g e comprimento total 12,02 +
0,12 cm) foram aclimatados em tanques de 310 L durante 30 dias, onde receberam ragdo
comercial para peixes onivoros com 28% de proteina bruta (PB). Apods esse periodo, os
tambaquis foram distribuidos em quinze tanques (n=15), compondo cinco tratamentos com
trés repeticdes para o B-glucano (experimento I) e em nove tanques (n=8) correspondentes a
trés tratamentos, com trés repetigdes, para os nucleotideos (experimento II), ambos em
delineamento inteiramente casualizado.

Os peixes foram alimentados com a dieta suplementada com a preparacdo comercial
de B-glucano (Betamune®, Biorigin, Sdo Paulo, Brasil) nas concentragdes de 0; 0,1; 0,2; 0,4 ¢
0,8% kg de dieta ou com a preparagio de nucleotideos (Hilyses®, ICC Ind. Com. Exp. e
Imp. Ltda, Sao Paulo, Brasil) nas concentragdes de 0; 0,2 e 0,5%. A alimenta¢do foi fornecida
duas vezes ao dia até a saciedade aparente, durante 60 dias. Nesse periodo, os parametros de
qualidade de 4gua como temperatura (29,60 + 0,35 °C) e oxigénio dissolvido (5,86 + 0,44 mg
L") foram monitorados trés vezes por semana por meio de um monitor YSI 55, ¢
quinzenalmente foram avaliados: alcalinidade (192,45 + 1,36 mg L") por titulagdo, pH (8,08
+0,11) com um pHmetro Quimis Q400M2 ¢ amoénia total (0,09 + 0,004 mg L) pelo método

de endofenol.

Desempenho produtivo e desafio bacteriano

Ao final do periodo de alimentagdo, com os peixes previamente anestesiados (100 mg
L' de benzocaina), realizou-se o procedimento de biometria para obtengdo dos parametros de
crescimento em peso (g) e comprimento total (cm), sendo calculado a partir destes dados o
ganho de peso (peso final - peso inicial), conversao alimentar aparente (alimento

consumido/ganho de peso), sobrevivéncia (%) e fator de condicao (peso/comprimento3).
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Tabela 1. Composi¢ao percentual dos ingredientes € composicao quimico-bromatologica das dietas experimentais.

Ingredientes 0,0 p- 0,1 p- 0,2 B- 0,4 - 0,8 p- 0,0 0,2 0,5
glucano glucano glucano glucano glucano | nucleotideo nucleotideo nucleotideo
Farelo de soja 28,50 28,50 28,50 28,50 28,50 28,50 28,50 28,50
Milho 19,10 19,10 19,10 19,10 19,10 19,10 19,10 19,10
Farinha de peixe 17,20 17,20 17,20 17,20 17,20 17,20 17,20 17,20
Farelo de trigo 24,10 24,10 24,10 24,10 24,10 24,10 24,10 24,10
Quirera de arroz 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
Supl. Vit. e min.' 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Veiculo 3,10 2,96 2,81 2,53 1,96 3,10 2,23 0,93
B-glucano’ 0,14 0,29 0,57 1,14
Nucleotideos’ -—- --- - - — - 0,87 2,17
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100 100
Composicio quimico-bromatologica

Matéria Seca (%) 90,20 90,60 90,20 90,30 90,30 89,80 90,40 90,10
Proteina bruta (%) 26,71 26,87 26,71 26,71 27,20 28,74 30,30 29,78
Extrato etéreo (%) 3,79 3,75 4,00 4,25 4,00 5,25 5,25 5,25
Fibra bruta (%) 5,60 5,20 5,20 5,60 5,60 4,80 4,80 4,40
Matéria mineral 6,00 6,00 6,00 6,00 5,00 10,0 9,0 10,0
(%)

1Suplemento vitaminico e mineral (Fri Ribe, niveis/kg do produto): Acido folico, 2 mg; Acido pantoténico, 40 mg; Colina, 300 mg;
Cobre, 20 mg; Iodo, 10 mg; Ferro, 200 mg; Manganés, 140 mg; Selénio, 0,29 mg; Vitamina A, 6000 UI; Vitamina B, 12 mg;
Vitamina Bj,, 40 mcg; Vitamina B,, 16 mg; Vitamina B, 6 mg; Vitamina C, 466,67 mg; Vitamina D3, 6000 UI; Vitamina E, 266, 67
mg; Vitamina K, 12 mg; Zinco, 300 mg; Niacina, 200 mg; Biotina, 0,20 mg.
?B-glucano (Biorigin): 80,0% de atividade.
*Nucleotideos (ICC Ind. Com. Exp. e Imp. Ltda ): 23,0 % de atividade.
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Para realizag@o do desafio bacteriano, ensaios para estabelecimento da DLs, dose letal
que causa a mortalidade de 50% dos animais, foram conduzidos de acordo com a metodologia
proposta por Plumb & Bowser (1983), utilizando as concentragdes de 10° - 10° unidade
formadora de coldnia (UFC) por peixe, sendo a DLs estabelecida em 1,0 x 10® UFC.

O desafio bacteriano foi conduzido apds 60 dias de alimentagdo com as dietas teste.
Para isso, 21 peixes de cada tratamento com [B-glucano (sete por repeticao) e 24 peixes de
cada tratamento com nucleotideos (oito por repeticao) foram inoculados por meio de injecao
intraperitoneal de Aeromonas hydrophila, na concentragdo de 1,0 x 10® UFC, fornecida pelo
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da Unesp
(Caunesp).

Apo6s o desafio, a mortalidade e a ocorréncia de sinais clinicos de aeromoniose foram
observados a cada 12 horas durante 15 dias. O diagndstico de aeromoniose foi feito por meio
do isolamento de A. hydrophila em cultura pura ou no caso da observagdo de sinais de
aeromoniose, tais como: petéquias hemorragicas, sufusdes na superficie do corpo, distensao
da cavidade abdominal, peixes isolados do cardume, coloragdo enegrecida, hemorragia nas

nadadeiras e 6rgaos internos.

Procedimento de coleta e analises fisiologicas

As amostragens foram realizadas ao final do periodo de criagdo e quinze dias apds a
realizacdo do desafio bacteriano com trés peixes de cada repeticdo (nove peixes de cada
tratamento). Para isso, com os peixes previamente anestesiados (100 mg L™ de benzocaina),
procedeu-se a coleta sanguinea mediante a pungdo de vasos caudais com o auxilio de seringas
sem anticoagulante e o sangue foi separado em quatro microtubos. Em um tubo foi colocado
EDTA (anticoagulante) e este sangue foi utilizado para determinacdo do eritrograma e apos
centrifugacdo (3.000 rpm, 10 minutos) o plasma foi utilizado nas determinag¢des de proteina
total e albumina. Para obtencdo de plasma para a determinacdo da glicose plasmatica, uma
aliquota do sangue total foi adicionada em microtubos contendo EDTA fluoretado visando a
inibicao da glicdlise. No terceiro tubo se adicionou heparina para a determinacao da atividade
respiratoria de leucécitos e no quarto tubo ndo se adicionou anticoagulante para obtencao de
soro, o qual ficou em temperatura ambiente por cerca de duas horas para coagulagio. O soro
foi separado por centrifugacdo (3.000 rpm, 10 minutos), sendo armazenado a -70 °C visando a

determinagdo da concentracao ¢ atividade da lisozima.
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Analises hematologicas e bioquimicas

Os parametros hematoldgicos determinados foram hematdcrito (Ht), depois da
centrifugagdo do sangue (12.000 rpm, 10 minutos), em tubos microcapilares, e posterior
leitura em escala padronizada; concentracdo de hemoglobina (Hb), segundo o método da
cianometa-hemoglobina; e contagem do nimero de eritrocitos (RBC), realizada em camara de
Neubauer, depois da diluicdo do sangue em solucdo de formol citrato. Equagdes
hematimétricas (Acerete et al., 2004) foram utilizadas para determinacao das constantes
corpusculares, como o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média
(HCM) e a concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Extensdes sanguineas
foram preparadas, secas ao ar e coradas com corante de Rosenfeld, durante 10 minutos.
Posteriormente, sob microscopia de luz, foram realizadas as contagens diferenciais de
leucocitos e contagem de trombdcitos, contando até 200 células. Os leucocitos totais,
trombdcitos totais e eritrocitos foram quantificados indiretamente nas mesmas extensdes
contando-se o nimero de trombocitos, leucdcitos e eritrocitos para cada 2000 células.

Os parametros bioquimicos determinados foram: glicose sanguinea (GL) pelo método
de Trinder, proteinas totais (PT) pelo método de biureto e albumina (AL) pelo método de
verde de bromocresol, utilizando-se “kits” comerciais (Labtest, Minas Gerais, Brasil). Os
valores de globulinas (GB) foram obtidos por meio de célculo diferencial e a relagao

albumina:globulina (AL:GL) foi calculada a partir das concentragdes de albumina e globulina.

Analise da atividade respiratoria de leucocitos

A analise da atividade respiratéria de leucocitos foi realizada segundo metodologia
descrita por Anderson & Siwicki (1995) e Biller (2008). Essa metodologia se baseia na
determinagdo das espécies reativas ao oxigénio (EROs) produzidas pela atividade respiratéria
de macréfagos através de ensaio colorimétrico, o qual baseia-se na reducdo do corante
“nitroblue tetrazolium” (NBT) que forma precipitados de material insoltivel com coloragdo
azul escuro no interior do fagdcito, denominados granulos de “formazan” (Klein, 1990). Para
isso, 0,1 mL de sangue total heparinizado foi adicionado a 0,1 mL do corante “nitroblue
tetrazolium” (NBT, Sigma, St Louis, MO, USA), cuja mistura foi homogeneizada e incubada
por 30 minutos a 25 °C. Apos, 50 pL da suspensio foi colocada em tubo de ensaio com 1 mL
de n, n-dimetil formamida (DMF, Sigma, St Louis, MO, USA), cuja mistura foi centrifugada
a 3000g por 5 minutos. Na reacao, o corante NBT ¢ reduzido, visto que o DMF promove a

lise da parede celular dos leucdcitos e solubiliza os granulos de formazan. A densidade dptica
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da solugdo foi determinada em espectrofotometro (Unico, 2100) no comprimento de onda de

540 nm (Sahoo et al., 2005).

Analise da concentracio e atividade de lisozima

As analises da concentragdo e atividade da lisozima foram realizadas no Laboratério
de Bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP).
Estas analises foram determinadas por ensaio turbidimético, segundo Ellis (1990) e adaptada
por Marzocchi-Machado et al. (1999) e Abreu (2007).

Uma curva padrio utilizando lisozima liofilizada (Img mL™) de clara de ovo de
galinha nas concentragdes de 10, 25, 50, 80, 100 e 150 ng lisozima/300uL, suspensdo de
Micrococcus lysodeikticus (10mg) e 50 ml de tampao fosfato de sodio (0,05 M; pH 6,2) foi
preparada e lida em espectrofotometro (Beckman DU-70S) em 450 nm, sendo os resultados
das diferencas de densidades Oticas iniciais e finais utilizados para quantificacdo das
concentragdes de lisozima nas amostras.

Inicialmente as amostras de soro foram inativadas, em banho maria a 56 C durante 30
minutos, visando a inativagdo das proteinas do sistema complemento, de modo que a agdo da
lisozima fosse o tnico fator responsavel pela lise do Micrococcus lysodeikticus.

As preparacdes consistiram de 175uL de soro inativado e 125uL de tampao fosfato de
sodio (0,05 M; pH 6,2), cuja mistura foi levada ao espectrofotometro (Beckman DU-70S)
para incubagdo durante dois minutos a 26°C. Uma suspens@o de Micrococcus lysodeikticus
(300uL) foi adicionada a mistura, totalizando um volume final de 600uL, e entdo foi avaliada
a redu¢do da densidade optica (ADO) em 450nm entre 0,5 e 5,0 minutos a 26°C.

A concentragio da lisozima (em pg ml™) corresponde a redugdo da ADO para cada
volume de amostra avaliada e a atividade da lisozima (em U ml™) corresponde a quantidade

de enzima que produziu, em 450nm, um ADO de 0,001/ minuto (Won et al., 2004).

Analise estatistica

Os resultados obtidos estdo expressos como média + erro padrao da média. As diferengas
obtidas entre as médias dos diferentes tratamentos foram estabelecidas por andlise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Zar,
1999).
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Resultados

Desempenho produtivo

Os parametros de desempenho produtivo de tambaquis alimentados com racdo
suplementada com 0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8% B-glucano (experimento 1) e com 0; 0,2 e 0,5% de
nucleotideos (experimento II) foram avaliados por 60 dias e ndo foram observadas diferencas
significativas nas varidveis peso e comprimento final (Tabela 2). Entretanto, os melhores
resultados foram observados nas concentragdes de 0,2 e 0,8 % B-glucano kg™ de dieta (Tabela
2). Nos tratamentos com nucleotideos, houve tendéncia de aumento nas concentragdes de 0,2
e 0,5 % de nucleotideo kg de dieta, com os melhores resultados para a maior concentragio
(Tabela 2).

O ganho de peso e a conversdo alimentar aparente ndo apresentaram diferencas
significativas entre as diferentes concentragdes de -glucano e nucleotideos avaliados neste
estudo, seguindo o mesmo padrao apresentado para o peso ¢ comprimento final (Tabela 2). O
ganho de peso médio foi superior a 50 g para os tratamentos com [-glucano e superior a 140 g
para os tratamentos com nucleotideos. A conversdo alimentar aparente obtida neste estudo
variou entre 1,9 e 2,19 para os tratamentos com B-glucano e entre 1,68 ¢ 1,96 para os
tratamentos com nucleotideos; sendo que a conversao mais eficiente foi a do tratamento de
0,8% de B-glucano kg de dieta e a do tratamento 0,5% de nucleotideo kg™ de dieta em
relagdo as demais concentragdes avaliadas (Tabela 2).

Nao houve diferenga significativa para o fator de condi¢@o e sobrevivéncia dos juvenis
de tambaqui dos diferentes tratamentos com [-glucano e nucleotideos (Tabela 2). A

sobrevivéncia média nos tratamentos com [-glucano e nucleotideos foi superior a 93%

(Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros de desempenho produtivo de tambaquis criados durante 60 dias com dietas suplementadas com [-glucano ou nucleotideos.

Os dados sdo apresentados com média + erro padrao da média.

Imunoestimulantes
Parimetros Glucano (% kg de dieta) Nucleotideos (% kg™ de dieta)
0,0 0,1 0,2 0,4 0,8 0,0 0,2 0,5
Peso final (g) 78,78+2,85a 80,24+2,83a 86,66+3,74a 82,90£3,27a 90,39+4,23a 170,88 £ 8,15 a 172,13+ 7,61a 176,09 8,90 a
Comprimento 15,9620,18a 16,51£0,20a 16,72+0,24a 16,45+0,25a 16,14+0,28a 20,87 £0,30 a 20,88 £ 0,29 a 21,09+ 0,31a
final (cm)
Ganho de peso | 52,174+2,66a 51,744,74a 58,8+5,99a 52,6248.,43a 59,58+3,40a 140,65 £ 14,78a 142,48 +831a 147,54+741a
(9]
Conversao 2,13£0,15a 2,17+0,32a 2,03+0,15a 2,19+40,41a 1,9+0,06a 1,96+ 0,24 a 1,82 +0,09 a 1,68 £0,07a
alimentar
Fator de 3,4740,06a 3,11+0,21a 3,3540,02a 3,4040,13a 3,3840,05a 3,96 £0,04 a 3,95£0,06 a 3,93£0,06 a
condigdo
Sobrevivéncia | 100,00£0,00a  95,574+4,43a  100,00+0,00a  93,33+6,67a  100,00+0,00a 100,00 £ 0,00 a 97,92 £2,08 a 93,775+4,27a
(%)

Em cada linha, médias seguidas da mesma letra, para os tratamentos com 3-glucano e nucleotideos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <

0,05).
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Desafio bacteriano

No experimento I com B-glucano observou-se que tambaquis que ndo receberam a
suplementagdo e os que receberam 0,4 e 0,8% de B-glucano apresentaram maior mortalidade
apos o desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila (Tabela 3). Entretanto, o grupo de
peixes que recebeu a menor suplementacdo de B-glucano (0,1%), embora sem diferenga
estatistica significativa, foi o que apresentou menor taxa de mortalidade (Tabela 3).

No experimento II com nucleotideos as maiores taxas de mortalidade ocorreram entre
os peixes alimentados por 60 dias sem a suplementacdo ou com suplementacdo de 0,5% de
nucleotideos, quando desafiados com a bactéria Aeromonas hydrophila (9,52% nos dois
grupos de peixes). Os peixes alimentados com dieta suplementada com 0,2% de nucleotideos
ndo apresentaram mortalidades até quinze 15 dias apods o desafio (Tabela 3).

As primeiras mortes ocorreram ap6s 24 horas do inicio do desafio bacteriano tanto no
experimento I com B-glucano quanto no experimento II com nucleotideos, quando se pode
registrar em ambos 0s experimentos, com exce¢do do grupo que recebeu dieta suplementada
com 0,2% de nucleotideos, a ocorréncia de sinais de aeromoniose como petéquias
hemorrégicas, distensdo da cavidade abdominal por ascite, lesdes ulcerativas na superficie do
corpo, hemorragia nas nadadeiras e 6rgdos internos, peixes isolados do cardume e coloracao

enegrecida.

Tabela 3. Mortalidade acumulada (%) de tambaquis suplementados com [-glucano ou

nucleotideos na dieta por 60 dias, apos desafio com Aeromonas hydrophila.

Imunoestimulantes Mortalidade (%)
B-glucano (%)
0,0 19,05
0,1 9,52
0,2 14,29
0,4 38,10
0,8 38,10
Nucleotideos (%)
0,0 9,52
0,2 0,00
0,5 9,52
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Analises hematologicas, bioquimicas e imunoldgicas

No experimento I com B-glucano e no experimento II com nucleotideos ndo houve
alteragdes significativas nos parametros hematologicos (hematdcrito, hemoglobina, ntimero
de eritrdcitos, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média) avaliados em 60 dias e ap6s o desafio bacteriano
comparando-se os niveis de suplementagdao dos imunoestimulantes (Tabelas 4 e 5).

Em relacdo aos tempos de amostragem, comparando-se os resultados obtidos apds o
desafio bacteriano com aqueles de 60 dias, observou-se no experimento I com [B-glucano
reducdo significativa nos valores de hemoglobina (0; 0,2; 0,4 e 0,8%) e hemoglobina
corpuscular média (0,8%), além de uma reducdo numérica do hematdcrito e do nimero de
eritrocitos em todos os tratamentos com P-glucano (Tabela 4). No experimento II com
nucleotideos houve aumento significativo no hematocrito (0; 0,2 e 0,5%) e volume
corpuscular médio (0,5%), bem como redugdo significativa nos valores de concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (0 e 0,5%) comparando-se os resultados do desafio
bacteriano com os de 60 dias, e embora sem diferenca estatistica, observou-se, ainda, reducao
da concentra¢do de hemoglobina e do ntimero de eritrocitos (Tabela 5).

A suplementacdo de B-glucano na dieta do tambaqui por 60 dias ndo exerceu efeito
significativo sobre a leucometria global e trombometria global (Tabela 4). Entretanto, com
relagdo aos leucocitos totais, observou-se reducdo, embora sem diferenga estatistica
significativa, no nimero de leucdcitos totais no grupo alimentado com dieta suplementada
com 0,2% de B-glucano em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 4). Para os trombocitos
totais, os menores valores foram observados no grupo isento da suplementagdo com [3-
glucano (Tabela 4).

Apoés a realizagdo do desafio com Aeromonas hydrophila observou-se que
independente do nivel de B-glucano suplementado na dieta do tambaqui, estes ndo exerceram
efeito significativo sobre os leucdcitos e trombocitos totais (Tabela 4). Para os leucocitos
totais dos tratamentos 0,2 e 0,8% de B-glucano, observou-se um aumento significativo em
seus valores quando comparados com aqueles antes do desafio bacteriano (Tabela 4) e para os
trombocitos totais, de forma inversa, houve uma tendéncia destes valores serem menores em

relagdo aqueles observados antes do desafio com A. hydrophila (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros hematologicos de tambaquis ap6s suplementagdo de B-glucano na dieta por 60 dias e 15 dias apds o desafio bacteriano.

Parametros Tempos de B-Glucano (% kg dieta)
amostragem 0,0 0,1 0,2 | 0,4 0,8
Ht (%) 60 dias 28,13+1,53aA 31,2242,38aA 29,00+4,09aA 31,00+4,22aA 33,7143,92aA
Desafio 25,56+1,84aA 23,33+2,52aA 25,00+2,60aA 25,22+1,95aA 21,78+2,30aA
Hb (g dL™) 60 dias 7,5440,52aA 7,5140,67aA 7,7140,51aA 7,8610,41aA 7,7540,35aA
Desafio 5,09+0,56aB 6,3340,51aA 5,29+0,67aB 6,41+0,47aB 5,19+0,50aB
RBC (10°mm™) 60 dias 2,16+0,21aA 2,48+0,32aA 2,1740,25aA 2,69+0,45aA 2,49+0,27aA
Desafio 1,8140,19aA 1,84+0,22aA 1,7240,19aA 2,14+0,26aA 2,06+0,20aA
VCM (pm’) 60 dias 136,98+15,18aA  151,62+18,97aA  148,71420,49aA  141,36425,39aA  148,38+24 46aA
Desafio 149,47+14,35aA  143,37423,46aA  153,97+17,47aA  136,38+20,90aA  109,58+9,18aA
HCM (pg) 60 dias 34,8743,28aA 33,7142,56aA 36,7743,18aA 33,7247,18aA 36,96+4,16aA
Desafio 31,19+5,44aA 37,83+4,72aA 31,6143,13aA 32,86+3,96aA 26,23+2.59aB
CHCM (%) 60 dias 25,7242,06aA 24,68+3,93aA 28,07+2,53aA 24,81+3,90aA 25,16+3,77aA
Desafio 21,85+3,85aA 30,48+5,59aA 22,3242 71aA 26,19+2,30aA 25,34+3,09aA
Leucdcitos totais 60 dias 26032,845158aA  36505,0+6213aA  20209,4+2783aB  34166,146951aA  30744,4+4446aB
(uL) Desafio 37386,7+8843aA  40655,6+4109aA  59495,0+9962aA  45290,0+5954aA  49506,1+7211aA
Trombdcitos 60 dias 52928+9326aA  68895+12025aA  58272+9253aA  75907+£17900aA  62510+5234aA
totais (uL™) Desafio 46430+8411aA  40213+13129aA  54900+8158aA  49638+6038aA  58275+6539aA

Médias seguidas por mesma letra, minusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, ndo apresentam diferenca significativa em relagao aos niveis

de B-glucano e tempo de amostragem (60 dias e desafio bacteriano), a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Abreviaturas: Ht — hemat6crito, Hb — hemoglobina, RBC — nimero de eritrocitos, VCM — volume corpuscular médio, HCM — hemoglobina

corpuscular média e CHCM — concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 5. Parametros hematologicos e bioquimicos de tambaquis apds suplementagdo de

nucleotideos dieta por 60 dias e 15 dias apds desafio bacteriano.

Parametros Tempos de Nucleotideos (% kg dieta)
amostragem 0,0 | 0,2 | 0,5
Ht (%) 60 dias 23,70+1,39aB 23,36+1,56aB 23,63+0,92aB
Desafio 28.33+1,09aA 28,73+1,05aA 26,83+1,19aA
Hb (g dL™) 60 dias 10,38+0,91aA 9,93+0,58aA 9,90+0,83aA
Desafio 8,81+0,40aA 9,37+0,77aA 9,05+0,26aA
RBC 60 dias 2,2140,17aA 2,2440,21aA 2,0140,12aA
(10°mm™) Desafio 1,9240,12aA 2,1540,22aA 1,93+0,19aA
VCM (pm’) 60 dias 125,69+14,27aA  113,29+10,20aA  122,6748,19aB
Desafio 156,34+15,35aA  146,42+14,25aA  162,76+16,84aA
HCM (pg) 60 dias 48,96+5,59aA  47,98+5.21aA 52,344 47aA
Desafio 48,15+4,61aA  47,8246,77aA 54,01+8,16aA
CHCM (%) 60 dias 41,69+4,60aA 38,66+4,31aA 42,3542,67aA
Desafio 31,27+1,16aB 33,17+3,28aA 34,72+2,30aB
GL (mg dL™) 60 dias 56,42+3,83aA 55,58+2,61aA 61,58+1,84aA
Desafio 40,83+1,62aB 42,73+1,83aB 41,58+1,66aB
PT (gdL™) 60 dias 3,34+0,12aA 3,3240,14aA 3,21+0,08aA
Desafio 3,224+0,05aA 3,87+0,43aA 3,05+0,14aA

Meédias seguidas por mesma letra, mintsculas nas linhas e maiusculas nas colunas, nao
apresentam diferenca significativa em relacdo aos niveis de nucleotideos e tempo de
amostragem (60 dias e desafio bacteriano), a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Abreviaturas: Ht — hematdcrito, Hb — hemoglobina, RBC — numero de eritrocitos, VCM —
volume corpuscular médio, HCM — hemoglobina corpuscular média, CHCM — concentracao

de hemoglobina corpuscular média, GL — glicose e PT — proteinas totais.

Para a contagem diferencial de leucdcitos ndo foi observada diferenga significativa em
relacdo aos niveis de suplementacdo de B-glucano na dieta do tambaqui por 60 dias e apos o
desafio com Aeromonas hydrophila (Tabela 6). Entretanto, comparando-se os resultados
obtidos apos o desafio bacteriano com os de 60 dias observou-se reducdo significativa para os
mondcitos e neutréfilos na concentragao de 0,4% de B-glucano e para os leucécitos imaturos
nas concentragdes de 0,2, 0,4 ¢ 0,8% de B-glucano (Tabela 6). Para os linfécitos, de forma
inversa, observou-se aumento significativo nas concentragdes de 0,4 e 0,8% de B-glucano
(Tabela 6). Nessa avaliacdo, embora sem diferenca significativa, observou-se ainda aumento
do niimero de neutroéfilos nos grupos suplementados com 0,1 e 0,2% de B-glucano e de
monocitos na concentragdo de 0,2% de B-glucano, havendo também redugdo do numero de

linfocitos nos grupos suplementados com 0,1 e 0,2% de B-glucano (Tabela 6).
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Tabela 6. Contagem diferencial de leucdcitos de tambaquis apds suplementacdo de -glucano

na dieta por 60 dias e 15 dias ap6s desafio bacteriano.

Leucocitos B-Glucano (% kg™ dieta)
(%) 0,0 0,1 0,2 | 0,4 0,8
Mondcitos
60 dias 10,44+1,82aA 10,38+0,92aA 11,8842,27aA  7,671£0,99aA  6,88+0,88aA
Desafio 7,44£1,59aA  5,67£1,97Aa  14,67£6,04aA  4,2240,91aB  4,44%1,36aA
Linfocitos
60 dias  68,2244,26aA 79,6311,93aA  68,88+6,33aA  75,22+2,91aB  78,254+2,22aB
Desafio  77,1145,16Aa 73,67+7,13aA  65,44+10,09aA 88,22+2.91aA 86,11+2,64aA
CGE*
60 dias 1,78+0,74aA  0,75+0,41aA  1,13+0,35aA  1,11+0,68aA  0,38+0,18aA
Desafio 0,44+0,24aA  1,56+0,75aA  1,22+0,68aA  0,56+0,39aA  0,78+0,36aA
Eosinofilos
60 dias 0,67+0,37aA  0,63+0,50aA  1,38+0,84aA  1,00+0,44aA  0,63+0,26aA
Desafio 0,11£0,11aA  0,78+0,32aA  0,67+0,44aA  0,56+0,24aA  0,89+0,26aA
Neutrofilos
60 dias 17,67+4,22aA  7,63t1,03aA  15,38+4,89aA  12,89+2,22aA 11,38+1,55aA
Desafio  14,4444,02aA 10,1443,26aA  17,78+4,91aA  5.89+221aB  7,78+1,72aA
Leuc
Imat** 1,22+0,36aA  1,00+0,38aA  1,38+0,38aA  2,11+0,61aA  2,56+0,63aA
60 dias 0,44+0,18aA  0,11+0,11aA  0,22+0,15aB  0,56+0,18aB 0,0+0,0aB
Desafio

Médias seguidas por mesma letra, minusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, nao
apresentam diferenca significativa em relacdo aos niveis de [-glucano e tempo de
amostragem (60 dias e desafio bacteriano), a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

* CGE — Célula Granulocitica Especial

** Leuc Imat — Leucocitos Imaturos

Com relagdo aos parametros bioquimicos, ndo foram observadas diferencas
significativas em 60 dias e apds o desafio bacteriano para a glicose plasmatica e proteinas
totais no experimento I com B-glucano e no experimento II com nucleotideos (Tabelas 5 e 7),
assim como para albumina e globulina no experimento com B-glucano (Tabela 7). Para a
relacdo albumina:globulina observou-se ap6s o desafio bacteriano redugdo nesses valores no
grupo que recebeu 0,2% de B-glucano, cujos valores foram significativamente diferentes das
do grupo 0,4% de B-glucano (Tabela 7). Entretanto, comparando os resultados obtidos apds o
desafio bacteriano com os de 60 dias, observou-se no experimento I com B-glucano aumento
significativo nos valores de glicose (0,4%), albumina (0; 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8%) e na relagdo
albumina:globulina (0,4 e 0,8%) (Tabela 7) e no experimento II com nucleotideos houve

aumento significativo da glicose sanguinea (Tabela 5).
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Tabela 7. Parametros bioquimicos de tambaquis apds suplementacdo de B-glucano na dieta por 60 dias e 15 dias apds o desafio bacteriano.

Parametros Tempos de B-Glucano (% kg dieta)
amostragem 0,0 0,1 | 0,2 | 0,4 | 0.8

GL (mg dL™) 60 dias 72,94 + 1,74aA 66,57£3,30aA 69,49+1,60aA 69,05+2,52aB 75,7614,25aA
Desafio 83,06+6,93aA 75,1443,55aA 84,01+6,88aA 82,051£3,21aA 72,4414, 45aA
PT (gdL™) 60 dias 3,254+0,23aA 3,3620,17aA 3,79£0,52aA 3,60+0,28aA 3,89+0,32aA
Desafio 3,79£0,24aA 4,75+0,86aA 3,73£0,16aA 3,5340,19aA 3,07£0,41aA
AL (gdL™) 60 dias 0,91+0,08aB 0,89+0,07aB 0,88+0,04aB 0,87£0,05aB 0,80+0,02aB
Desafio 1,2240,11aA 1,19£0,09aA 1,13£0,05aA 1,34£0,10aA 1,10£0,08 Aa
GB (gdL™) 60 dias 2,461+0,27aA 2,4740,14aA 2,90£0,54aA 2,731£0,25aA 3,094+0,33aA
Desafio 2,57+0,28aA 2,71+0,35aA 2,60+0,13aA 2,1840,12aA 2,48+0,24aA
AL: GB 60 dias 0,37£0,05aA 0,37£0,04aA 0,37+0,05aA 0,33+0,03aB 0,30+0,03aB
Desafio 0,53+0,09abA 0,50£0,07abA 0,44+0,02bA 0,62+0,03aA 0,49+0,04abA

Médias seguidas por mesma letra, minusculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo apresentam diferenga significativa em relagdo aos niveis

de B-glucano e tempo de amostragem (60 dias e desafio bacteriano), a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Abreviaturas: GL — glicose, PT — proteinas totais, AL — albumina, GB — globulina ¢ AL:GB — albumina:globulina.



A concentracao e atividade de lisozima sérica de tambaquis alimentados com ragao
suplementada com B-glucano na dieta por 60 dias apresentaram aumento significativo nos
peixes que receberam 0,2% de B-glucano kg™ dieta em comparagio aos demais tratamentos;
com excegdo do tratamento de 0,1% de B-glucano (Tabela 8). Apos a realizagdo do desafio
bacteriano observou-se que a alimentagdo com [-glucano ndo exerceu efeito significativo
sobre a concentragdo e atividade de lisozima (Tabela 8).

Em relacao aos tempos de amostragem (antes e apos o desafio bacteriano) também nao

foi observada diferenga significativa para a concentragdo e atividade de lisozima (Tabela 8).

Tabela 8. Concentragdo (ug ml") e atividade de lisozima (U ml™) de juvenis de tambaquis

alimentados com ra¢do suplementada com [B-glucano na dieta antes e apds o desafio

bacteriano.
B-glucano | Concentragio de lisozima (ug ml™) Atividade de lisozima (U mI™)
(%) Antes Depois Antes Depois
0,0 0,18 +£0,01 bA 0,24 £ 0,04 aA 30,64 + 1,56 bA 39,70 + 5,64 aA
0,1 0,23 £ 0,03 abA 0,23+ 0,02 aA 39,14 £ 5,20 abA 38,24 £3,41 aA
0,2 0,36 + 0,06 aA 0,22 £0,01 aA 58,98 £9,77 aA 36,57 £2,02 aA
0,4 0,20 + 0,02 bA 0,26 £ 0,03 aA 34,59+ 2,49bA  43,67+4,74 aA
0,8 0,19 + 0,02 bA 0,22 £ 0,002 aA 32,70 £ 3,34 bA 37,54+ 0,001 aA

Meédias seguidas por mesma letra, mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas, nao
apresentam diferenca significativa em relacdo aos niveis de [-glucano e tempo de

amostragem (antes e apds desafio bacteriano), a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Os valores da densidade Optica da atividade respiratéria de leucdcitos ndo
apresentaram diferenga significativa entre os niveis de suplementacdo de nucleotideos em 60
dias e apos o desafio bacteriano (Figura 1). Entretanto, apds o desafio observou-se redugdo
significativa nos valores da densidade Optica em comparagao aqueles observados em 60 dias

de suplementacao (Figura 1).

75



0.35

a I 0,0% Nucleotideo
£ =3 0,2% Nucleotideo
F 0.30 A l [ 0,5% Nucleotideo
%) a a
.g:; . .

2 0.25 -
2 a
D *
< I
<= 0.20 | a
2 T
D
=
' 0.15 A
°
2
=
<
T 0.10 |
=
5
%
= 0.05 A
=
/!

0.00 T T

60 dias Desafio

Nucleotideos (% kg'1 dieta)

Figura 1. Atividade respiratoria de leucocitos de tambaquis apds suplementagdo de
nucleotideos por 60 dias e 15 dias apds desafio bacteriano. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). * indica diferenca significativa (P < 0,05)

entre os tempos de amostragem (60 dias e desafio bacteriano).

Discussao

Na literatura hé varios estudos descrevendo o efeito benéfico do B-glucano sobre o
desempenho produtivo dos peixes, principalmente quanto ao aumento da taxa de crescimento
de diferentes espécies de peixes (Cook et al., 2003; Misra et al., 2006; Ai et al., 2007; Sealey
et al., 2008; Dalmo & Bogwald, 2008). Observagdes semelhantes foram relatadas quando da
incorporagao de misturas comerciais contendo nucleotideos nas dietas de peixes, as quais
resultam em melhor ganho de peso, contudo ¢ provavel que esta resposta varie em fungao da
espécie, método de administracdo, quantidade de suplemento incorporada na dieta, duragdo da
administracdo e temperatura ambiental (Cook et al., 2003; Bagni et al., 2005; Choudhury et
al., 2005; Li & Gatlin III, 2006; Sealey et al., 2008; Dalmo & Bogwald, 2008).

Com relagdo ao tempo de administragdo dos imunoestimulantes para obtengao de boas
respostas sobre o desempenho produtivo dos peixes, ainda existem lacunas sobre a eficacia de
sua suplementagdo por periodos prolongados. Neste estudo, a suplementacdo da dieta do
tambaqui com B-glucano ou nucleotideos por 60 dias ndo exerceu influéncia sobre os
parametros de desempenho produtivo da espécie. Resultados semelhantes foram relatados

para tildpia do Nilo, “sea bass” e bagre de canal alimentados com dietas suplementadas com
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B-glucano (Whittington et al., 2005; Bagni et al., 2005; Welker et al., 2007) e para o hibrido
“striped bass” alimentados com dietas suplementadas com nucleotideos (Li et al., 2004), visto
que eles ndo observaram aumento significativo no crescimento dos peixes apos o periodo de
administracdo dos imunoestimulantes.

De forma semelhante ao observado para o tambaqui, Falcon (2007) avaliou a
suplementagdo da dieta da tilapia do Nilo com niveis de B-glucano (0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8% kg'1
dieta) e vitamina C (400 e¢ 600 mg kg’ dieta) durante 60 dias, sendo observado que a
suplementagdo ndo teve influéncia no desempenho produtivo da espécie. Em espécies como o
hibrido Morone chrysops x M. saxatilis a suplementa¢do de B-glucano na dieta por seis
semanas nao promoveu efeito significativo sobre o desempenho produtivo da espécie,
ocasionando redu¢do do ganho de peso e conversdo alimentar, além de ndo produzir melhoras
na resisténcia as doencas e na atividade da lisozima (Jaramillo Jr & Gatlin III, 2004).

Com relacdo a suplementagao de nucleotideos, embora esta promova, em alguns
estudos, melhor crescimento em larvas de tilapia, juvenis de truta arco-iris e de Sciaenops
ocellatus (Ramadan & Atef, 1991; Adamek et al., 1996; Gatlin III & Li, 2007). Por outro
lado, para a maioria dos juvenis a influéncia da suplementacido de nucleotideos dietéticos no
crescimento destes organismos tem se mostrado até certo ponto marginal (Li et al., 2004;
Gatlin III & Li, 2007), o que € corroborado pelo presente estudo com tambaquis visto tratar-se
também de juvenis.

Neste estudo, o emprego dos imunoestimulantes f-glucano e nucleotideos na dieta dos
tambaquis ndo promoveu efeito benéfico quanto aos parametros de desempenho produtivo.
Entretanto, observou-se melhor ganho de peso e conversdo alimentar nos peixes que
receberam dietas suplementadas com nucleotideos, independente do nivel de suplementacao,
e isto se deve, em parte, aos niveis mais altos de proteinas apesar de tratar-se da mesma
composi¢ao de ingredientes e também a menor densidade populacional utilizada nesse
experimento. Com relacdo a conversao alimentar obtida nos dois experimentos, os valores
estdo proximos aos relatados para a criagdo de tambaqui na regido Sudeste (1,92) e acima da
observada na regido Norte (1,2-1,5) (Souza et al., 1998; Melo et al., 2001; Izel & Melo,
2004). Entretanto, apesar dessas diferencas, os valores de coversdo alimentar observados
neste estudo para o tambaqui sdo satisfatdrios, principalmente na escala experimental
utilizada neste estudo.

O bom desempenho produtivo obtido nos dois experimentos (experimento I — B-

glucano e experimento II - nucleotideos), independente do nivel de suplementacdo dos
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imunoestimulantes, foi refletido na manuten¢do do equilibrio organico dos tambaquis, como
determinado pela avaliagdo dos parametros hematolégicos em 60 dias de criagdo.

Neste estudo, a suplementagdo de [-glucano (experimento I) e nucleotideos
(experimento II) na dieta do tambaqui ndo promoveu alteracdes no hematdcrito, hemoglobina,
nimero de eritrécitos, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média apds 60 dias de criagdo, estando estes
valores dentro da faixa considerada satisfatéria para peixes higidos (Marcon et al., 1999;
Tavares-Dias et al., 2009). Entretanto, com relagdo as altera¢des sanguineas causadas pelo
desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila pode-se caracterizar a ocorréncia de anemia
nos tambaquis pela reducdo do percentual de hematocrito e do niimero de eritrocitos. No
experimento I com [-glucano a anemia foi classificada em normocitica-normocrémica e no
experimento Il com nucleotideos a ocorréncia de anemia foi do tipo macrocitica-hipocromica.
De forma semelhante ao observado para o tambaqui, houve redugdo nos valores de
hematocrito apos desafio bacteriano em pacus e tilapias do Nilo alimentados com dietas
suplementadas com B-glucano (Falcon, 2007; Biller, 2008). Esse quadro se deve a ocorréncia
de hemorragias provocadas por essa bactéria (Campbell & Ellis, 2007), visto que as
Aeromonas spp. produzem hemolisina e esta ¢ a causa mais comum de anemia hemolitica em
peixes (Groff & Zinkl, 1999).

Alteragdes sanguineas como o quadro de anemia observado em tambaquis também
foram relatados em outros estudos por Garcia & Moraes (2009) ao desafiarem o pacu
(Piaractus mesopotamicus) com a bactéria A. hydrophila, observando apds 24 horas a
ocorréncia de anemia normocitica-hipocromica, além de redug¢do dos niveis de proteinas
totais, nimero de trombocitos, leucocitos totais, linfocitos e eosindfilos, com aumento do
nimero de neutrofilos e mondcitos (Garcia & Moraes, 2009). De forma semelhante, em
Cyprinus carpio infectadas com A. hydrophila foi descrita diminui¢do do hematdcrito,
hemoglobina e nimero de eritrocitos, acompanhada de leucocitose (Harikrishnan et al., 2003).
Com relagdo ao perfil de anemia normocitica-normocrémica observada nos tambaquis do
experimento com [-glucano, esse mesmo padrdo foi observado em tambaquis alimentados
com dietas isentas da suplementagdo de acido ascorbico (Chagas & Val, 2003).

Neste estudo, além do perfil de anemia observado pode-se visualizar no experimento
IT com nucleotideos aumento significativo do hematocrito (0; 0,2 e 0,5%) e do volume
corpuscular médio (0,5%) apds o desafio bacteriano. Segundo Morgan & Iwama (1997) as
mudancgas no hematodcrito durante o estresse podem indicar a ocorréncia de hemoconcentragao
ou hemodiluicdo devido aos disturbios osmorregulatérios. Nos tambaquis, o estresse
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ocasionado pelo desafio com A. hydrophila foi capaz de influenciar a sua homeostase
organica, promovendo alteracdes eletroliticas com consequente influxo de 4gua na célula,
levando ao aumento do volume das células (McDonald & Milligan, 1997).

Em tambaquis alimentados com dietas suplementadas com B-glucano e desafiados
com A. hydrophila houve aumento significativo nos leucoécitos totais (0,2 e 0,8% de B-
glucano) e linfocitos (0,4 e 0,8% de B-glucano) em comparacdo com aqueles registrados antes
do desafio bacteriano. Esses resultados sdo contrarios aos esperados, pois em situacdo de
estresse os peixes apresentam diminui¢do dos leucdcitos totais e linfocitos circulantes em
funcdo da liberagdo de catecolaminas e cortisol que ocasionam a constrigdo esplénica,
aumento do fluxo sanguineo e migracao de alguns leucdcitos, com prejuizo nas funcdes
fagocitarias das células (Barton & Iwama, 1991; McDonald & Milligan, 1992; Wendelaar
Bonga, 1997). Por outro lado, nos tratamentos 0,1 e 0,2% de B-glucano observou-se o padrdo
esperado com reducdo numérica no numero de linfocitos circulantes, o que segundo Pickering
(1986) pode estar associada a capacidade do peixe de se defender contra agentes patogénicos.

Linfopenia e neutrofilia s3o comumente observadas em peixes expostos a agentes
estressores (Espelid et al., 1996; Ellsaesser & Clem, 1986). Neste estudo, os neutrofilos
apresentaram-se diminuidos apds o desafio bacteriano no tratamento com 0,4% de B-glucano;
sendo observada também a ocorréncia de monocitose. Em tilapias do Nilo, Falcon (2007)
observou neutrofilia nos peixes alimentados com as dietas suplementadas com 0,1 e 0,2% de
3-glucano e monocitose em todos os tratamentos com B-glucano.

Neste estudo, os menores niveis de suplementacao de B-glucano na dieta do tambaqui
e o consequente desafio com A. hydrophila foram responsaveis pela maior presenga no sangue
de células fagociticas como neutréfilos (0,1 e 0,2%) e mondcitos (0,2%), sugerindo que essas
concentragdes de [-glucano promoveram boa resposta de leucdcitos contra o agente
patogénico, como observado também pelos menores percentuais de mortalidade apos desafio.

Com relagdo aos parametros bioquimicos, observou-se que em 60 dias de criagcdo os
valores de glicose e proteinas totais (experimentos I e II), bem como da albumina, globulina e
relacdo albumina:globulina (experimento I) apresentaram-se dentro da faixa considerada
fisiologica para peixes higidos (Chagas et al., 2003). Apos o desafio bacteriano, houve
reducdo significativa nos valores de glicose sanguinea dos tambaquis, independente do nivel
de suplementacdo de nucleotideos (experimento II), em relacdo a 60 dias, o que reflete o
efeito metabdlico do jejum que os animais foram submetidos durante o desafio bacteriano.

Entretanto, a reducdo na relagdo albumina:globulina no grupo suplementado com 0,2% de -
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glucano em relacdo ao de 0,4% de B-glucano ¢ decorrente do aumento da porcentagem de
globulinas, embora ndo significativo, neste tratamento. De forma semelhante, Misra et al.
(2006) relataram um aumento da porcentagem de globulina em carpas indianas (Labeo rohita)
alimentadas com dietas suplementadas com B-glucano. Sahoo & Mukherjee (2001) relataram
o aumento de globulinas no soro como mecanismo de defesa para os peixes, havendo
consequentemente redugdo na relagdo A:G em peixes alimentados com dietas suplementadas
com B-glucano.

Os efeitos negativos de altas doses e prolongada alimentacdo com B-glucano sobre a
resposta imune dos peixes e resisténcia a doencas foi relatada por Anderson (1992) e Couso et
al. (2003), sendo observado aumento da susceptibilidade de salmao do Atlantico (Robertsen et
al., 1990), truta arco-iris (Jeney et al., 1998) e gilthead seabream (Couso et al., 2003) a
infecgdes bacterianas quando do fornecimento da dieta naquelas condi¢des. Neste estudo, as
maiores concentragdes de B-glucano (0,4 e 0,8%) fornecidas na dieta do tambaqui por periodo
prolongado (60 dias) também promoveram maior taxa de mortalidade apds o desafio com
Aeromonas hydrophila (38,10% em ambos os tratamentos), o que condiz com os estudos de
Whittington et al. (2005) que mostraram que altas dosagens de B-glucano podem determinar a
exaustdo das células fagociticas, sugerindo a possivel diminui¢do da atividade.

No experimento I com B-glucano, o fornecimento de dieta suplementada com 0,1 % de
B-glucano para os tambaquis resultou em menor taxa de mortalidade apos o desafio
bacteriano. Resultados similares foram observados com espécies nativas como o pacu, onde o
mesmo nivel de suplementagdo de 0,1% de B-glucano, porém, por sete dias promoveu maior
sobrevivéncia dos peixes quando desafiados com A. hydrophila (Biller, 2008). Resultados
semelhantes relatando o aumento da resisténcia dos peixes alimentados com dieta
suplementada com B-glucano quando desafiados com A. hydrophila foram relatados para
Cyrprinus carpio e Clarias batrachus (Selvaraj et al., 2005; Kumari & Sahoo, 2006).

No experimento II com nucleotideos, observou-se que os tambaquis alimentados com
dieta suplementada com 0,2% de nucleotideo ndo apresentaram mortalidade apos o desafio
com A. hydrophila. Em outro estudo, Sakai et al. (2001) administraram em carpa comum
(Cyprinus carpio) a suplementagdo de nucleotideos por via oral (15 mg peixe ') durante trés
dias. Apds essa suplementagdo, realizou-se o desafio com Aeromonas hydropila (3x10’
células ml™") por injecdo intraperitoneal ¢ determinou-se o numero de bactérias no sangue,
figado e rim em 2, 4, 8 e 12 h apds injecdo. Em todos os tecidos dos peixes suplementados
com nucleotideos nenhuma cepa de A. hydrophila foi detectada até 12 h apds o desafio

quando comparado ao grupo controle, mostrando que a suplementacdo com nucleotideo foi
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responsavel pela reduc¢do da infec¢do por A. hydropila em carpa comum, da mesma forma
como observado neste estudo em tambaquis alimentados com dieta suplementada com 0,2%
de nucleotideos, baseado nos dados de sobrevivéncia da espécie apds desafio, que determina
resisténcia a doenca.

Este estudo demonstrou que o fornecimento de dietas suplementadas com 0,2% de
nucleotideos para o tambaqui exerceu influéncia positiva sobre a sua resisténcia contra a
bactéria Aeromonas hydrophila, mostrando ser mais efetiva que a suplementacdo de P-
glucano, com resultados similares sendo relatados em salmonideos por Burrels et al. (2001).
Em parte, a menor ocorréncia de infecg¢ao por A. hydrophila nos peixes alimentados com dieta
suplementada com 0,2% nucleotideos pode ser devida a reducdo de efeitos nocivos do
estresse e da concentra¢do plasmatica de cortisol, conforme relatado por Burrels et al. (2001),
Belo et al. (2005) e Moraes & Moraes (2009).

A bactéria Aeromonas hydrophila é o agente etiologico da septicemia hemorragica.
Nos tambaquis inoculados com essa bactéria tanto no experimento I com B-glucano quanto no
experimento II com nucleotideos, com exce¢do do grupo suplementado com 0,2% de
nucleotideos, observou-se apos as 24 horas iniciais da inoculacdo, petéquias localizadas em
toda a superficie corporal, lesdes ulcerativas, exoftalmia e distensdo abdominal por ascite
(Merino et al., 1995; Austin & Austin, 1999; Kirov et al., 2002).

Alguns estudos conduzidos com B-glucano em peixes sugerem que a administragdo de
dietas suplementadas com este imunoestimulante promove aumento da resisténcia de varias
espécies de peixes contra infecgdes bacterianas e protozoarias (Raa et al., 1990; Nikl et al.,
1993; Siwicki et al., 1994; Yoshida et al., 1995; Efthimiou, 1996; Robertsen, 1999). O modo
pelo qual o B-glucano aumenta a resisténcia a doengas se dd pelo aumento dos mecanismos
ndo-especificos de defesa, mais do que pelo aumento das respostas imunes especificas
(Whittington et al., 2005). Resultados de estudos anteriores mostram o aumentado efeito do [3-
glucano sobre a resposta imune nao-especifica, como observado por Paulsen et al. (2003) que
demonstraram que o B-glucano ¢ capaz de estimular as defesas ndo-especificas dos peixes
contra infec¢do por aumentar a expressao da lisozima.

Neste estudo, a suplementagdo de B-glucano na dieta dos tambaquis por 60 dias
promoveu um pronunciado aumento na concentracdo e atividade de lisozima dos peixes que
receberam a suplementacdo de 0,2% de [B-glucano. Entretanto, todos os outros grupos
apresentaram os valores de concentragdo e atividade de lisozima dentro do mesmo intervalo
de variagdo (0,18 - 0,23 pg ml™ e 30,64 — 39,14 U ml™, respectivamente). Apos a realizagdo
do desafio bacteriano observou-se que a concentracdo e atividade de lisozima ndo foram
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afetadas pelos niveis de suplementagdo de B-glucano na dieta do tambaqui. Os valores da
concentragdo e atividade de lisozima em tambaquis sdo proéximos aos observados em espécies
nativas como o pacu (Abreu, 2007; Biller, 2008). Em outros estudos com B-glucano observou-
se que os nives de lisozima em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), bagre de canal (Ictalurus punctatus) e carpa comum (Cyprinus
carpio) ndo se apresentaram aumentados apds a suplementacdo alimentar (Verlhac et al.,
1998; Whittington et al., 2005; Selvaraj et al., 2006; Welker et al., 2007; Sealey et al., 2008).
Entretanto, se esse efeito adverso foi um resultado dos niveis de suplementagdo de B-glucano
e/ou do emprego prolongado dessa suplementacdo na dieta do tambaqui ndo pode ser
verificado neste estudo.

A fagocitose ¢ um mecanismo eficaz para a destruicdo de patdgenos e protecdo contra
doencas em peixes (Sharp & Secombes, 1993; Sakai et al., 2001; Selvaraj et al., 2006; Ai et
al., 2007; Lin et al., 2009; Siwicki et al., 2009). Neste estudo, o efeito da suplementagdo de
nucleotideos na dieta do tambaqui sobre a atividade respiratoria de leucocitos ndo pode ser
observada apos 60 dias, sendo esse mesmo padrdo de resposta observado em salmonideos
(Burrels et al., 2001). Entretanto, houve reducdo na atividade respiratoria de leucdcitos,
independente do nivel de suplementacdo de nucleotideos na dieta do tambaqui, apds o desafio
com Aeromonas hydrophila. Nos peixes desafiados, o tratamento sem nucleotideo foi o que
apresentou numericamente menor atividade respiratéria de leucocitos, sugerindo menor
protecdo apos desafio por A. hydrophila. Esses resultados s@o contrarios aos relatados por Lin
et al. (2009) em garoupas que observaram maior produ¢do de anion superoxido (O;") de
leucoécitos oriundos de peixes alimentados com dietas suplementadas com 1,5 g da mistura de
nucleotideos kg™ de ragdo (Lin et al., 2009). Em parte, esse efeito adverso observado com a
reducdo da atividade respiratoria de leucécitos do tambaqui apds o desafio bacteriano se deva
ao tempo de avaliagdo deste indicador que ndo possibilitou visualizar o pico maximo de sua
atividade.

Os resultados permitem concluir que a suplementagao de B-glucano e nucleotideos na
dieta do tambaqui ndo influenciaram o desempenho produtivo; que o desafio bacteriano
promoveu anemia normocitica-normocromica (B-glucano) e anemia macrocitica-hipocromica
(nucleotideos); que a suplementag¢do de B-glucano nao alterou a concentragao e atividade de
lisozima e a de nucleotideos determinou redugdo na atividade respiratoria de leucdcitos, e que
a menor suplementagdo dos imunoestimulantes (0,1% de B-glucano e 0,2% de nucleotideos)

promoveu maior sobrevivéncia para a espécie apos o desafio com Aeromonas hydrophila.
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CAPITULO III

Respostas de estresse de tambaquis (Colossoma macropomum)
alimentados com dietas suplementadas com B-glucano e

nucleotideos apo6s transporte em sistema fechado
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RESUMO

O transporte de peixes ¢ uma pratica indispensavel na piscicultura. Entretanto, este
procedimento considerado traumatico induz respostas de estresse em fungdo da sucessdo de
estimulos adversos com consequéncias negativas para a saude dos peixes. O objetivo deste
estudo foi avaliar as respostas fisiologicas de estresse de tambaquis alimentados com dietas
suplementadas com B-glucano ou nucleotideos apds transporte em sistema fechado. Para isto,
foram utilizados 360 peixes (31,76£3,30 g; 11,9+0,09 cm) em dois diferentes experimentos.
No experimento I avaliou-se o emprego de diferentes concentragdes de B-glucano (0; 0,1; 0,2;
0,4 ¢ 0,8% kg dieta) e no experimento II o emprego de nucleotideos (0; 0,2 ¢ 0,5% kg™
dieta) como suplemento dietario. Apos 60 dias de alimentagdo com B-glucano e nucleotideos,
os peixes foram transportados em rodovia por trés horas em sistema fechado. Foram avaliadas
as respostas de estresse por meio de indicadores hematologicos, bioquimicos e imunologicos
nos tempos antes do transporte (AT), imediatamente apds o transporte (DT), 24 e 48 horas
depois do transporte (24 ¢ 48h DT). No experimento I com [-glucano, houve imediatamente
apods o transporte aumento significativo da concentracdo plasmatica de cortisol e da glicemia
em relacdo ao controle, sendo observado também elevagdo da concentracdo de hemoglobina
nos peixes isentos da suplementagdo de B-glucano e da hemoglobina corpuscular média nas
concentragdes de 0; 0,1 e 0,2% de B-glucano. No experimento II com nucleotideos, houve
aumento significativo da glicemia, da atividade respiratoria de leucdcitos, do hematdcrito e do
volume corpuscular médio em todas as concentragdes de nucleotideos, além de redugdo do
numero de eritrocitos no grupo isento da suplementagdo de nucleotideos imediatamente apos
o transporte. Os resultados deste estudo permitiram estabelecer que as alteragdes dos
parametros hematologicos, bioquimicos e da atividade respiratoria de leucdcitos ocorreram
imediatamente apds o transporte, com retorno aos niveis basais apos 24 e 48 horas de
recuperagdo. Contudo, a suplementacao de B-glucano ou nucleotideos na dieta do tambaqui

ndo foi eficiente em mitigar as respostas de estresse.

Palavras chave: Transporte, tambaqui, estresse, imunoestimulantes.
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ABSTRACT

Fish transportation is an unavoidable practice in fish culture. This procedure is traumatic and
the stress elicited has negative effects on fish health. The aim of this study was to evaluate the
physiological stress response of tambaqui fed B-glucan or nucleotide supplemented diet after
being transported in a closed system. A total of 360 fish (31.76+3.30 g; 11.9+£0.09 cm) were
used in two experiments. The experiment I evaluated the use of different B-glucan
concentration (0; 0.1; 0.2; 0.4 and 0.8% kg'l diet) and the experiment II the use of nucleotide
(0; 0.2 and 0.5% kg™ diet). After 60 days of experimental feeding, fish were transported on
paved roads for three hours in a closed system. Stress responses were evaluated by
hematological, biochemical and immune indicators before the transportation (AT),
immediately after the transportation (DT) and 24, 48 hours after the transportation (24 and
48h DT). In the first experiment with B-glucan, the cortisol and glucose levels increased
immediately after the transportation compared to the control, the haemoglobin increased in
the fish fed without B-glucan and the mean corpuscular hemoglobin in concentrations of 0;
0.1 e 0.2% B-glucan. In the second experiment with nucleotide, there was a significant
increase of glucose, respiratory burst, hematocrit and the mean corpuscular volume in all the
nucleotide concentrations, in addition to reduce the erythrocytes number in the group without
the nucleotide supplementation immediately after transportation. The results of this study
demonstrated that the alteration in the hematological, biochemical and respiratory burst
occurred immediately after the stress caused by the transportation and returned to base levels
after 24 and 48 h. However the B-glucan and nucleotide supplementation did not reduce the

stress responses.

Key words: Transportation, tambaqui, stress, immunostimulants.
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Introducio

O transporte de peixes envolve procedimentos de captura, confinamento, manuseio,
adensamento e o transporte propriamente dito. E uma pratica indispensavel na piscicultura e
indutora de respostas de estresse (Gomes et al., 2006; Brandao et al., 2006; 2008; Gomes et
al., 2008) com consequéncias negativas para a saude dos peixes (Wendelaar Bonga, 1997;
Barton, 2000; Barton et al., 2000).

As respostas aos estimulos estressores sdo divididas em trés categorias: primaria,
secundaria e terciaria (Barton & Iwama, 1991). Diante de um estressor, a resposta primaria
consiste na rapida liberacao de catecolaminas e cortisol para a circulagdo sist€émica (Mazeaud
& Mazeaud, 1981; Barton & Iwama, 1991; Acerete et al., 2004). A resposta secundaria esta
relacionada a ajustes bioquimicos e fisioldgicos que incluem hiperglicemia, alteragdes no
conteudo de acido lactico, glicogénio hepatico e muscular, no nimero de células vermelhas e
brancas, e no equilibrio hidro-eletrolitico que inclui alteragdes nas concentragdes plasmaticas
de ions cloro, sodio, potassio, proteinas e na osmolaridade (Barton & Iwama, 1991;
McDonald & Milligan, 1997; Wendelaar Bonga, 1997). A resposta terciaria inclui o
comprometimento no desempenho, mudancas no comportamento e aumento da
suscetibilidade as doengas (Wedemeyer, 1996; Wendelaar Bonga, 1997).

O conhecimento das respostas de estresse em operagdes de transporte de peixes ¢
primordial para o estabelecimento de praticas de manejo adequadas (Wedemeyer, 1997), na
tentativa de reduzir a mortalidade dos peixes pos-transporte (Takahashi et al., 2006; Sink &
Neal, 2009). Assim, o uso de varias substancias foi avaliado no sentido de minimizar o efeito
de agentes estressores como cloreto de sodio (Gomes et al., 2003; Gomes et al., 2006;
Brandao et al., 2008), sulfato de célcio (Bendhack & Urbinati, 2009), anestésicos (Urbinati &
Carneiro, 2001; Sink & Neal, 2009) e a suplementagdo da dieta com tipos variados de
imunoestimulantes (Sakai, 1999; Li & Gatlin III, 2006; Dalmo & Bogwald, 2008).

Os imunoestimulantes sdo considerados substancias bioldgicas que possuem a
capacidade de influenciar e aumentar a efetividade dos mecanismos especificos € nao
especificos de defesa dos animais (Verlhac et al., 1998; Raa, 2000; Vainikka et al., 2005;
Chagas et al., 2009). Dentre os compostos com caracteristicas imunoestimulantes utilizados
na aquicultura destacam-se os glucanos e nucleotideos.

Os B-glucanos sao macromoléculas formadas por blocos de glicose unidos por
ligacdes B (1-3) e B (1-6), encontrados na parede celular de levedura e fungos, funcionando
como imunoestimulante em peixes (Robertsen et al., 1990; Cook et al., 2003). Sua

administracao mostrou-se benéfica na prevencgdo dos efeitos negativos do estresse em peixes,
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ressaltando a importancia do seu emprego como medida profilatica (Anderson, 1992; Selvaraj
et al., 2005). Em Oncorhynchus mykiss, houve supressao das respostas primarias e
secundarias do estresse de transporte, sugerindo que baixos niveis de -glucano poderiam ser
administrados na dieta antes do transporte para prevenir esses efeitos negativos (Jeney et al.,
1997).

Os nucleotideos estdo presentes em todos os alimentos de origem animal e vegetal
como nucleotideos livres e 4cidos nucléicos. Atualmente, varios suplementos de nucleotideos
estdo disponiveis no mercado, sendo estes mononucleotideos e/ou oligonucleotideos
derivados da levedura (Gatlin IIT & Li, 2007). Segundo Gatlin IIT & Li (2007) os nucleotideos
dietéticos, possivelmente, influenciam beneficamente o sistema imune dos peixes por inibir a
liberagao do cortisol em situacoes de estresse.

O tambaqui, Colossoma macropomum, ¢ a espécie mais cultivada na regido Norte do
Brasil por apresentar bom desempenho em sistemas de criagdo intensiva (Melo et al., 2001;
Arbelédez-rojas et al., 2002; Gomes et al., 2006), alcangando 3,0 kg de peso em 12 meses de
criacdo em sistemas de viveiros/barragens (Melo et al., 2001). Entretanto, existem poucos
estudos avaliando a eficacia do emprego de imunoestimulantes em periodos que antecedam os
manejos mais intensos do processo de produgdo, para redugdo dos efeitos negativos do
estresse.

O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas fisiologicas de estresse de tambaquis
alimentados com dietas suplementadas com B-glucano ou nucleotideos apds transporte em

sistema fechado.

Material e Métodos

Juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum, n=360; peso médio 31,76+3,30 g e
comprimento total 11,940,09 cm) foram aclimatados em tanques com 310 L de capacidade,
durante 30 dias, onde receberam ra¢do comercial para peixes onivoros com 28% de proteina
bruta (PB). Apds esse periodo, foram divididos em dois experimentos. No experimento I, os
peixes foram distribuidos em quinze tanques (n=15), perfazendo cinco tratamentos com trés
repeticdes para o B-glucano. No experimento II, os peixes foram distribuidos em nove tanques
(n=15) correspondentes a trés tratamentos com trés repeti¢des para os nucleotideos, ambos em
delineamento inteiramente casualizado.

Os peixes foram alimentados com dieta (28% PB) suplementada com a preparacao
comercial de B-glucano (Betamune®, Biorigin, Sdo Paulo, Brasil) nas concentragcdes de 0;

0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8% kg'l de dieta ou com a preparagdo de nucleotideos (Hilyses®, ICC Ind.
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Com. Exp. E Imp. Ltda) nas concentragdes de 0, 0,2 ¢ 0,5%, conforme recomendado na
literatura (Ramadan & Atef, 1991; Low et al., 2003; Li et al., 2004). A alimentagdo foi
fornecida duas vezes ao dia até a saciedade aparente, durante oito semanas. Nesse periodo, os
parametros de qualidade de 4gua como temperatura (27,39+2,17 °C) e oxigénio dissolvido
(6,20+1,05 mg L) foram monitorados trés vezes por semana, por meio de um monitor YSI
55, e quinzenalmente, foram avaliados pH (7,00+0,92) com pHmetro Quimis Q400M2 e
amonia total (0,35+0,26 mg L) pelo método de endofenol.

Protocolo de transporte

Os juvenis de tambaqui passaram por um periodo de 24 horas de privagdo alimentar
antes do inicio do protocolo de transporte para depuracdo dos animais em tanques de 310 L,
com fluxo de 4dgua constante. O transporte foi realizado em sistema fechado utilizando sacos
plasticos com capacidade para 60L, nos quais foram adicionados 20L de 4gua e
posteriormente oxigénio puro. Foram transportados 12 peixes de cada tratamento com [-
glucano ou nucleotideos em cada saco plastico (trés repetigdes). O transporte foi realizado por
rodovia durante trés horas. Apos o transporte os peixes foram distribuidos igualmente em
quinze tanques para o experimento com PB-glucano e em nove tanques (um tanque por
repeticdo) para o experimento com nucleotideos, onde permaneceram por 48 horas, para
amostragens periddicas.

Para avaliagdo dos pardmetros hematoldgicos e bioquimicos foram colhidas amostras
de sangue dos peixes pertencentes aos diferentes tratamentos com B-glucano e nucleotideos
antes do transporte (AT; na caixa de depuracdo); depois do transporte (DT; logo apds a
abertura do saco de transporte) e 24, 48 horas depois do transporte (24DT e 48DT; no tanque
onde os peixes foram colocados apds o transporte). Em cada momento foram coletados trés
peixes de cada repeticdo, totalizando nove por amostragem; sendo estes peixes retirados das

caixas para evitar estresse adicional.

Analises hematoldgicas e bioquimicas

A avaliagdo das respostas de estresse foi realizada por meio de indicadores
hematoldgicos e bioquimicos. Para isso, com os peixes previamente anestesiados (100 mg L™
de benzocaina), procedeu-se a coleta sanguinea mediante pun¢do de vasos caudais com o
auxilio de seringas heparinizadas, sendo o plasma separado por centrifugacao (3.000 rpm, 10

minutos).
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O cortisol foi determinado pela técnica de imunoensaio enzimatico por competicao
(EIA, Kit 55050, Human®) com leitura realizada em leitor de placa Biotrack II. A glicose
sanguinea foi medida em leitor digital (Advantage™), cujo método foi validado para uso com
tambaquis (Gomes et al., 2005). Os parametros hematologicos determinados foram
hematocrito (Ht), depois da centrifugacao do sangue (12.000 rpm, 10 minutos), em tubos
microcapilares heparinizados, e posterior leitura em escala padronizada; concentragdo de
hemoglobina (Hb), segundo o método da cianometahemoglobina; e contagem do ntimero de
eritrocitos (RBC), realizada em camara de Neubauer, depois da diluicdo do sangue em
solucao de formol citrato. Equagdes hematimétricas (Acerete et al., 2004) foram utilizadas
para determinagdo das constantes corpusculares, como o volume corpuscular médio (VCM), a
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentragao de hemoglobina corpuscular média

(CHCM).

Analise da atividade respiratoria de leucocitos

A andlise da atividade respiratoria de leucdcitos foi realizada segundo metodologia
descrita por Anderson & Siwicki (1995) e Biller (2008). Essa metodologia se baseia na
determinagdo das espécies reativas ao oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo
através de ensaio colorimétrico, o qual baseia-se na redugdo do corante “nitroblue
tetrazolium” (NBT) que forma precipitados de material insolivel com coloragdo azul escuro
no interior do fagdcito, denominados granulos de “formazan” (Klein, 1990). Para isso, 0,1 mL
de sangue total heparinizado foi adicionado a 0,1 mL do corante “nitroblue tetrazolium”
(NBT, Sigma, St Louis, MO, USA), cuja mistura foi homogeneizada e incubada por 30
minutos a 25 °C. Ap6s, 50 pL da suspensio foi colocada em tubo de ensaio com 1 mL de n, n-
dimetil formamida (DMF, Sigma, St Louis, MO, USA), cuja mistura foi centrifugada a 3000g
por 5 minutos. Na reacdo, o corante NBT ¢ reduzido, visto que o DMF promove a lise da
parede celular dos leucdcitos e solubiliza os granulos de formazan. A densidade optica da
solugdo foi determinada em espectrofotdmetro (Unico, 2100) no comprimento de onda de 540

nm (Sahoo et al., 2005).

Analise estatistica
Os resultados obtidos estdo expressos como média + erro padrio da média. As
diferencas obtidas entre as médias dos diferentes tratamentos foram estabelecidas por analise

de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Zar, 1999).
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Resultados

Experimento I: B-glucano

Nao foi observada mortalidade dos tambaquis durante o periodo experimental.

Os valores de cortisol plasmatico ndo apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos com f-glucano (Figura 1A). Entretanto, imediatamente ap6s o transporte (DT),
observou-se aumento significativo nos valores de cortisol em comparagdo ao tempo inicial
(AT), sendo os maiores valores observados nos peixes alimentados com dieta isenta da
suplementagdo de [-glucano. Apods 24 horas, os valores retornaram a niveis proximos aos
registrados no tempo AT (Figura 1A).

A glicemia ndo apresentou diferenga significativa entre os tratamentos, aumentando
imediatamente ap6s o transporte (DT) em comparagao ao tempo inicial (AT) e retornando aos
valores proximos aos observados antes do procedimento de transporte (AT) apos 24 horas
(Figura 1B). Decorridas 48 horas apos o transporte, observou-se reducdo significativa nos
valores de glicose nos peixes alimentados com dieta suplementada com 0,0 e 0,8 % de -
glucano em relagdo aos peixes alimentados com dieta suplementada com 0,2% de B-glucano,
e nos tratamentos 0,0; 0,1; 0,4 e 0,8% de B-glucano houve diferenga significativa nos niveis
de glicose em comparagdo ao tempo inicial (Figura 1B).

Nao foi observada diferenga significativa para a porcentagem de hematdcrito entre os
tratamentos com B-glucano, assim como em relagdo ao tempo inicial (Figura 2A). Nao houve
diferenca significativa para os valores de hemoglobina nos tempos imediatamente apds o
transporte (DT) e 24 horas apos o transporte (24 h DT) entre os tratamentos com [-glucano.
Contudo, observou-se aumento significativo nos valores desse indicador nos peixes
alimentados com a dieta suplementada com 0,0 % de B-glucano imediatamente apds o
transporte (DT) e 24 horas apds o transporte (24 h DT) quando comparado ao tempo inicial
(AT) (Figura 2B). Para o numero de eritrocitos ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos no tempo DT, porém houve diferenca significativa para o nimero de eritrocitos
nos grupos alimentados com dieta suplementada de 0,1 e 0,2% de B-glucano em relagdo ao
tempo inicial (AT). Apds 24 horas, o numero de eritrdcitos retornou aos niveis proximos aos
observados na condi¢do inicial. Decorridas 24 horas do transporte, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, mas sim em relacdo ao tempo AT apenas nos tratamentos
0,1 e 0,4% de B-glucano. Em 48 horas ndo houve diferenca significativa entre os diferentes

niveis de suplementagdo com B-glucano (Figura 2C).
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Figura 1. Cortisol plasmatico (A) e glicemia (B) de tambaquis alimentados com -glucano e
transportados por trés horas em sistema fechado (AT = antes do transporte; DT = depois do
transporte; 24 e 48 DT = 24 e 48 horas depois do transporte). Letras diferentes demonstram
diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos dentro de cada tempo de amostragem. *

indica diferenga significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores iniciais (AT) (n=9).
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Figura 2. Hematocrito (A), hemoglobina (B) e niimero de eritrocitos (C) de tambaquis

alimentados com B-glucano e transportados por trés horas em sistema fechado (AT = antes do

transporte; DT = depois do transporte; 24 ¢ 48 DT = 24 ¢ 48 horas depois do transporte).

Letras diferentes demonstram diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos dentro de
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cada tempo de amostragem. * indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e

os valores iniciais (AT) (n=9).

O volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) nao apresentaram diferenca significativa entre os diferentes tratamentos com
B-glucano imediatamente apos o transporte, assim como em 24 e 48 horas ap0Os o transporte
(Figura 3A). Para a CHCM, observou-se, ainda, aumento nos valores dessa constante
corpuscular no tratamento 0,0% de B-glucano em relacdo a condicao inicial (AT) (Figura 3C).
A hemoglobina corpuscular média (HCM) ndo apresentou diferenga significativa em seus
valores nos tempos DT e 24 h DT (Figura 3B). Em rela¢do a condicdo inicial, observou-se
aumento nos valores de HCM nos tratamentos 0,0; 0,1 € 0,2% de B-glucano no tempo DT, nos
tratamentos 0,0; 0,1; 0,2 e 0,4 % de B-glucano no tempo 24 h DT e no tratamento 0,1% de [3-

glucano no tempo 48 h DT (Figura 3B).

Experimento II: Nucleotideos

Nao foi observada mortalidade durante o periodo experimental.

A glicemia ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, aumentando
imediatamente apos o transporte e retornando aos valores proximos aos observados antes do
procedimento de transporte (AT), apds 24 horas (Figura 4). No tempo de amostragem de 24
horas observou-se aumento significativo nos niveis de glicose nos peixes que receberam dieta
suplementada com 0,2% de nucleotideos em relagdo aos que receberam 0,5% de nucleotideos,
e neste ultimo nivel houve redugdo significativa nos valores de glicose em relagdo ao tempo
AT (Figura 4). Em todos os tratamentos, apds 48 horas do transporte, houve reducao
significativa nos valores de glicose em comparagdo ao verificado antes do transporte (AT)

(Figura 4).
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alimentados com [-glucano e transportados por trés horas em sistema fechado (AT = antes do
transporte; DT = depois do transporte; 24 ¢ 48 DT = 24 ¢ 48 horas depois do transporte).
Letras diferentes demonstram diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos dentro de
cada tempo de amostragem. * indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e

os valores iniciais (AT) (n=9).
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Figura 4. Glicemia de tambaquis alimentados com nucleotideos e transportados por trés horas
em sistema fechado (AT = antes do transporte; DT = depois do transporte; 24 ¢ 48 DT =24 ¢
48 horas depois do transporte). Letras diferentes demonstram diferenga significativa (P <
0,05) entre os tratamentos dentro de cada tempo de amostragem. * indica diferenca

significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores iniciais (AT) (n=9).

Os valores da atividade respiratoria de leucocitos ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos (Figura 5). Entretanto, imediatamente apos o transporte,
observou-se aumento significativo nos valores de densidade dptica em comparagdo ao tempo
inicial (AT), retornando aos valores proximos aos registrados no tempo AT, apds 24 horas

(Figura 5).
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Figura 5. Atividade respiratoria de leucdcitos de tambaquis alimentados com nucleotideos e
transportados por trés horas em sistema fechado (AT = antes do transporte; DT = depois do
transporte; 24 ¢ 48 DT = 24 e 48 horas depois do transporte). Letras diferentes demonstram
diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos dentro de cada tempo de amostragem. *

indica diferenga significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores iniciais (AT) (n=9).

Para a porcentagem de hematdcrito ndo foi observada diferenga significativa entre os
tratamentos (nivel de suplementacdo de nucleotideos), aumentando imediatamente apds o
transporte, permanecendo assim por até 24 horas pos-transporte. Entretanto, estes valores
foram significativamente mais altos que aqueles observados nos peixes antes do inicio do
transporte (AT). Apos 48 horas, os valores de hematocrito voltaram aos niveis proximos
daqueles registrados na condi¢do inicial (Figura 6). Embora sem significincia estatistica em
relacdo a condi¢do inicial (AT), os valores de hemoglobina seguiram o mesmo padrdo do
hematocrito (Figura 6). Para o niimero de eritrocitos, assim como para o hematdcrito e
hemoglobina, ndo foi observada diferenga significativa entre os tratamentos, sendo observada
apenas reducdo no numero de eritrocitos imediatamente apds o transporte (DT), sendo os
valores observados no grupo alimentado com dieta suplementada com 0,0% de nucleotideos

significativamente diferentes daqueles observados no momento AT (Figura 6).
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Figura 6. Hematdcrito, hemoglobina e nimero de eritrécitos de tambaquis alimentados com
nucleotideos e transportados por trés horas em sistema fechado (AT = antes do transporte; DT

= depois do transporte; 24 e 48 DT = 24 e 48 horas depois do transporte). Letras diferentes
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demonstram diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos dentro de cada tempo de
amostragem. * indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores

iniciais (AT) (n=9).

Para as constantes corpusculares, volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina
corpuscular média (HCM) ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos, aumentando
imediatamente apds o transporte e retornando aos valores proximos aos observados antes do
procedimento de transporte (AT), apoés 24 horas (Figura 7). Para a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos, no tempo DT, sendo os valores observados no grupo isento da suplementacao de
nucleotideos significativamente menores que o observado no grupo alimentado com dieta
suplementada com 0,2 % de nucleotideos, assim como da condicdo inicial, grupo AT (Figura
7). Apds 24 horas, os valores de CHCM voltaram aos niveis proximos ao observado na
condi¢do inicial (Figura 7). Em 48 horas, os valores de CHCM foram significativamente

menores do que observado na condicao inicial (Figura 7).
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nucleotideos e transportados por trés horas em sistema fechado (AT = antes do transporte; DT
= depois do transporte; 24 e 48 DT = 24 e 48 horas depois do transporte). Letras diferentes

demonstram diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos dentro de cada tempo de
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amostragem. * indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos e os valores

iniciais (AT) (n=9).

Discussao

O transporte de peixes € considerado um procedimento traumatico que induz respostas
de estresse em funcdo da sucessdo de estimulos adversos. Em espécies nativas como o
tambaqui (Colossoma macropomum), o pirarucu (Arapaima gigas), a matrinxa (Brycon
amazonicus), o pacu (Piaractus mesopotamicus), o pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e
o jundia (Rhamdia quelen) varias alteragdes hormonais, metabodlicas, i0nicas ¢ hematoldgicas,
em decorréncia do estresse de transporte, foram registradas (Barcellos et al., 2001; Gomes et
al., 2003; Gomes et al., 2006; Urbinati & Carneiro, 2006; Takahashi et al., 2006; Brandao et
al., 2008; Fagundes & Urbinati, 2008; Carneiro et al., 2009).

O cortisol ¢ um dos indicadores primarios mais utilizados para a caracterizagdo do
estresse em peixes (Barton & Iwama, 1991; Acerete et al., 2004; Wendelaar Bonga, 1997;
Brandao et al., 2006; Gomes et al., 2006). No experimento I com B-glucano, os niveis de
cortisol aumentaram significativamente imediatamente apds o transporte para todos os
tratamentos, refletindo a resposta primdria descrita por Iwama et al. (2004), sendo este
resultado semelhante aos obtidos por Gomes et al. (2003) com tambaquis e por Urbinati &
Carneiro (2006) com matrinxads que apresentaram elevacao do cortisol imediatamente apds o
transporte. Ja em espécies como o pirarucu (Arapaima gigas), ha grande laténcia nas respostas
do cortisol, onde apds o transporte este indicador permanece sem alteracdo e somente 24 h
apods o transporte € que ocorre a elevacao dos niveis de cortisol, o que ¢ atribuido, em parte,
ao seu estilo de vida (Brandao et al., 2006; Gomes et al., 2006). No presente estudo, os
tambaquis de todos os tratamentos com [-glucano apresentaram recuperacao dos niveis
inicias de cortisol plasmatico nas primeiras 24 horas apds o transporte, demonstrando que o
tambaqui pode reestabelecer sua condicdo normal relativamente rapido uma vez que o
estresse agudo ¢ removido.

Niveis elevados de glicose, relatados em varias espécies de peixes, ¢ uma das
respostas secundarias mais utilizadas para quantificacdo de estresse nestes organismos
(Barton & Iwama, 1991; McDonald & Milligan, 1997; Wendelaar Bonga, 1997). Neste
estudo, a glicose sanguinea apresentou aumento significativo nos experimentos I e II em todos
os tratamentos com [B-glucano e nucleotideos na amostragem DT, retornando para valores

semelhantes aos observados no controle apos 24 horas do transporte. Em resposta de estresse,
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a mobiliza¢ao da glicose ocorre como meio para fornecer energia extra ao animal, para que
este possa superar o distirbio imposto (Barton & Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997).
Apos 48 horas, nos tratamentos com [-glucano, com exce¢do do grupo alimentado com dieta
suplementada com 0,2%, e em todos os tratamentos com nucleotideos houve redugdo
significativa nos valores de glicose em relacdo a condigdo inicial, o que pode ser decorrente
do jejum imposto aos animais nesse periodo de avaliagdo. No experimento I com B-glucano
pode ser comprovado que a hiperglicemia observada foi mantida pelos altos niveis de cortisol
registrados no momento DT, a qual € originada pela glicogenolise no figado (Mommsen et al.,
1999). A andlise em conjunto do perfil de cortisol e glicose nos permite a compreensdo da
condi¢do fisioldgica dos peixes frente a uma situagdo de estresse, como o procedimento de
transporte empregado neste estudo.

As andlises hematologicas sao utilizadas largamente na avaliagdo do estado de saude
de peixes (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias et al., 2009), sendo uma ferramenta
complementar para quantificacdo do estresse ocasionado por praticas de manejo como o
protocolo de transporte. No experimento I com B-glucano as alteracdes hematologicas
observadas incluem elevacdo da concentracdo de hemoglobina nos peixes isentos da
suplementagdo de B-glucano e da HCM nas concentracdes de 0; 0,1 e 0,2% de B-glucano. O
aumento da hemoglobina, por sua vez, sugere maior capacidade de transporte de oxigénio
pelo sangue, na tentativa de suprir o aumento da demanda energética do organismo em
condi¢do de estresse (Montero et al, 1999; Wojtaszek et al., 2002). No experimento I com
nucleotideos o aumento do hematdcrito e do VCM em todos os tratamentos apos o transporte,
assim como a reducdo no numero de eritrécitos no grupo isento da suplementacdo de
nucleotideos evidenciam que provavelmente houve distirbios na homeostasia que pode ser
decorrente de alteragdes na liberagdo de catecolaminas e cortisol, que promovem elevacao dos
valores de hematdcrito, tanto devido ao aumento do volume dos eritrocitos quanto pelo
aumento do numero de eritrécitos circulantes (contragdo esplénica), com consequente
elevagdo da concentragdo de hemoglobina (Soldatov, 1996; Mariano, 2006).

Neste estudo, houve elevagdo da atividade respiratoria de leucdcitos imediatamente
apds o transporte, independente do nivel de suplementagdo de nucleotideos na dieta do
tambaqui. Alguns estudos verificaram que o aumento da fagocitose e da atividade respiratdria
em peixes pode ser decorrente do emprego de imunoestimulantes em suas dietas (Sakai et al.,
2001; Selvaraj et al., 2006; Ai et al., 2007; Lin et al., 2009; Siwicki et al., 2009), como

observado em garoupa que apresentou maior produgdo de anion superoxido (O;) de
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leucocitos oriundos de peixes alimentados com dietas suplementadas com 1,5 g da mistura de
nucleotideos (Lin et al., 2009). Entretanto, apds o evento estressante, como o transporte de
trutas, a atividade respiratoria de leucocitos foi inibida no grupo controle e nos peixes
alimentados com altos nives de imunoestimulantes (Volpatti et al., 1998). Estes resultados sao
contrarios ao que foi observado com tambaquis, pois em todos os tratamentos incluindo o
grupo isento da suplementagdo de nucleotideos houve aumento da atividade respiratoria de
leucocitos imediatamente apds o transporte, € esse aumento observado provavelmente possa
indicar um elemento de defesa dos peixes contra patdogenos ou corpo estranho. E relatado,
ainda, que a fagocitose e a atividade respiratdria de leucdcitos podem ser afetadas por varios
fatores como nutrientes, mudangas na condi¢do ambiental e patdégenos (Maita, 2007).
Entretanto, neste estudo a suplementacdo de nucleotideos na dieta do tambaqui ndo exerceu
influéncia sobre a atividade respiratoria de leucdcitos, visto ndo haver diferenga significativa
entre os tratamentos nos diferentes momentos do procedimento de transporte.

Alguns estudos mostram que a administracdo de dietas suplementadas com B-glucano
¢ benéfica na prevencao dos efeitos negativos do estresse em peixes (Anderson, 1992; Volpati
et al., 1998; Selvaraj et al., 2005), apresentando supressdo das respostas primdrias e
secundarias do estresse de transporte em Oncorhynchus mykiss (Jeney et al., 1997). Por outro
lado, em pacus expostos ao estresse de captura, observou-se que a administracdo do [-
glucano, por injecdo intraperitoneal ou adicionado a ragdo, ndo afetou os parametros
hematologicos do pacu, e ndo minimizou as alteracdes provocadas pelo estresse (Abreu,
2007). Neste estudo, o emprego do B-glucano na dieta do tambaqui, da mesma forma que o
observado com pacus, ndo minimizou as respostas de estresse na espécie. De forma
semelhante, também nao houve reducdo das respostas de estresse quando da suplementagdo
da dieta do tambaqui com nucleotideos, visto que ndo ¢ conhecido se os nucleotideos
exdgenos estao envolvidos na sinalizacdo das vias associadas com as respostas de estresse ou
se varios estressores tém efeitos especificos sobre o metabolismo de nucleotideos nos peixes
(Li & Gatlin 11, 2006).

Os resultados deste estudo permitem concluir que o procedimento de transporte
provocou estresse nos tambaquis e que as respostas fisiologicas de estresse ocorreram
imediatamente apds o transporte. Entretanto, a suplementacdo de P-glucano como a de

nucleotideos na dieta do tambaqui ndo foram eficientes em mitigar as respostas de estresse.
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CAPITULO IV

Eficacia de uma vacina contra Aeromonas hydrophila para juvenis
de tambaqui (Colossoma macropomum) alimentados com dietas

suplementadas com B-glucano
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RESUMO

Aeromonas hydrophila ¢ um dos mais importantes patdgenos oportunistas de peixes de agua
doce, causadora de septicemia hemorragica, ¢ ¢ considerado um dos maiores problemas na
criacdo de peixes nativos como o tambaqui. Assim, a prevencao de doengas na aquicultura
pela utilizacdo de vacinas torna-se cada vez mais importante. Este estudo teve por objetivo
avaliar o efeito adjuvante do B-glucano na eficicia de uma vacina oleosa contra Aeromonas
hydrophila para juvenis de tambaqui com base nas respostas hematoldgicas, na concentragao
e atividade da lisozima e resisténcia ap6s o desafio com A. hydrophila. Para isso, os peixes
foram alimentados com 0; 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8% [-glucano kg'l dieta durante oito semanas.
Apos, foram divididos em dois grupos: vacinados e nao vacinados. No grupo vacinado, os
peixes foram imunizados intraperitonealmente com a bactéria atenuada e no controle injetados
com PBS. Apos vacinagdo, os peixes foram desafiados com a bactéria viva (1,0 x 10° UFC) e
apds quinze dias, procedeu-se a colheita sanguinea dos peixes sobreviventes para
determinagdo dos parametros hematoldgicos e da concentragdo e atividade da lisozima. Os
resultados mostram que a vacina oleosa contra A. hydrophila resultou em sobrevivéncia acima
de 95% no tratamento com 0,2% de B-glucano e 100% de sobrevivéncia em todos os demais
grupos alimentados com dieta suplementada com B-glucano, conferindo boa protecao para os
juvenis de tambaqui. A suplementacdo alimentar com B-glucano para o tambaqui ¢ a sua
imunizacdo ndo interferiram nos parametros hematolégicos (hematdcrito, volume corpuscular
médio, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média) e
bioquimicos (glicose, proteinas totais, albumina) avaliados apds o desafio. Entretanto, com
relacdo & hemoglobina e niimero de eritrocitos observou-se reducdo significativa nesses
valores nos peixes que receberam a inje¢do de PBS em relacao a vacina oleosa, caracterizando
a ocorréncia de anemia. Em relagdo a concentragao e atividade de lisozima observou-se um
aumento expressivo nos peixes vacinados e desafiados com A. hydrophila em relagdo aos nao
vacinados, com a maior porcentagem de aumento observada na concentracdo de 0,2% de B-
glucano. Assim, o emprego de B-glucano na dieta do tambaqui ndo foi efetivo em aumentar a
resposta imune ndo especifica e potencializar o efeito da vacina contra Aeromonas
hydrophila. Entretanto, a vacina oleosa administrada intraperitonealmente foi efetiva na

prevencao de acromoniose na espécie.

Palavras chave: Vacinagdo de peixes, tambaqui, imunoestimulantes, Aeromonas hydrophila.

120



ABSTRACT

Aeromonas hydrophila is one of the most important opportunistic pathogens in freshwater
fish. It causes hemorrhagic septicaemia, the most serious problem in native fish farms such as
tambaqui. The prevention of disease in aquaculture by vaccines is very important. This study
evaluated the adjuvant effect of B-glucan in the efficiency of oil vaccine against Aeromonas
hydrophila to tambaqui juveniles in the hematological responses, the concentration and
activity of lysozime and resistance after the challenge with bacteria. Fish were fed 0; 0.1; 0.2;
0.4 and 0.8% B-glucan kg™ diet during eight weeks. After, they were divided in two groups:
vaccinated and non vaccinated. In the vaccinated group, fish were injected intraperitoneally
with formalin-killed bacteria and the control group injected with PBS. After vaccination, fish
were challenged with live bacteria (1.0 x 10° UFC) and after 15 days blood samples were
taken from fish to investigate the hematological parameters and the concentration and activity
of lysozime. The results showed that the oil vaccine against A. hydrophila resulted in survival
rate above 95% in the 0.2% [-glucan treatment and 100% survival rate in all other groups
supplemented with B-glucan, indicating appropriate protection to tambaqui juvenile. The -
glucan supplementation and the immunization did not interfere in the hematological
(hematocrit, hemoglobin, erythrocytes number, mean corpuscular volume, mean corpuscular
hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin concentration) and biochemical (glucose, total
protein, albumin) parameters evaluated after challenge. Hemoglobin and erythrocytes number
were reduced in fish injected with PBS, showing the occurrence of anaemia. The
concentration and activity of lysozime was higher in vaccinated and challenged fish compared
to those not vaccinated, being the highest level in fish supplemented with 0.2% B-glucan. The
B-glucan supplementation to tambaqui did not effective in increase the non-specific immune
response and the vaccine effectiveness against Aeromonas hydrophila. The oil vaccine

injected intraperitoneally was effective in preventing Aeromonas disease in these fish species.

Key words: fish vaccination, tambaqui, immunostimulant, Aeromonas hydrophila.
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Introducio

A criagdo de espécies nativas vem crescendo nos Ultimos anos e no caso do tambaqui
(Colossoma macropomum) sua criacao tem se expandido nas regides Norte, Nordeste, Centro-
oeste ¢ Sudeste (IBAMA, 2005), fato atribuido ao seu excelente potencial para produgdo
intensiva (Araujo-Lima & Goulding, 1998; Melo et al., 2001; Izel & Melo, 2004; Araujo-
Lima & Gomes, 2005). Contudo, um dos principais problemas relacionados a sua criagdo ¢ a
ocorréncia de doengas parasitarias e bacterianas (Aratjo-Lima & Goulding, 1998; Malta et al.,
2001, Silva, 2001).

Dentre os patogenos oportunistas de peixes de dgua doce, a bactéria Aeromonas
hydrophila ¢ um dos mais importantes, sendo causadora da septicemia hemorragica (Merino
et al., 1995; Austin & Austin, 1999; Kirov et al., 2002). Na profilaxia e tratamento desta
doenga, os antibidticos sdo utilizados indiscriminadamente. Contudo, o uso dessas drogas
além de pouco eficiente ocasiona problemas como o desenvolvimento de bactérias resistentes
e a ocorréncia de residuos de antibioticos nos tecidos de peixes comercializados (Buchman et
al., 1992; Grant & Briggs, 1998; Smith et al., 2003; Sorum, 2006). Assim, muitos
pesquisadores enfatizam o uso de imunoestimulantes e protocolos de vacinagdo (Sakai, 1999;
Li & Gatlin III, 2006; Dalmo & Bogwald, 2008).

Na aquicultura as vacinas utilizadas consistem de preparagdes de bactérias vivas
atenuadas, células mortas ou extratos celulares administrados aos peixes por injecdo ou
imersdo (Gatlin III, 2002). Para o desenvolvimento eficiente destas vacinas ha necessidade de
se compreender os mecanismos basicos de protecdo conferidos por vacinas inativadas e a
imunidade induzida por vacinas de DNA. No caso de antigenos inativados, a maioria destes
ndo induz resposta imune suficiente quando administrados na auséncia de adjuvante (Dalmo
& Bogwald, 2008). O uso de imunoestimulantes como adjuvantes aumenta a poténcia e
eficacia da vacina, e no caso do emprego do B-glucano isso ocorre devido o aumento da
producdo de anticorpos contra proteinas de superficie das bactérias (Sherwood et al., 1987,
Selvaraj et al., 2005; Whittington et al., 2005).

O uso de vacinas contra enfermidades bacterianas em peixes ¢ uma realidade em
varios paises do mundo, principalmente no Chile, Noruega e Estados Unidos. Assim a
pesquisa de imuniza¢do vacinal de peixes para controle de bacterioses ¢ relevante,
especialmente no caso de infec¢des causadas pelo grupo das Aeromonas moveis (Gudding et
al., 1999).

No Brasil, os primeiros resultados com vacinagdo de peixes foram relatados por

Pilarski (2006), que estudou o efeito da suplementacdo com vitamina C na eficacia da vacina
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atenuada contra Flavobacterium columnare inoculada intraperitonealmente em tilapias do
Nilo. Observou-se que a administragio de 500 mg de &cido ascorbico’kg de racdo
potencializou o efeito da vacina, pois mitigou os efeitos nocivos do estresse, principalmente
contribuindo para a reducdo de cortisol plasmatico.

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito adjuvante do B-glucano na eficacia de
uma vacina oleosa contra Aeromonas hydrophila para juvenis de tambaqui com base nas
respostas hematologicas, na concentracdo e atividade da lisozima e resisténcia apos o desafio

com A. hydrophila.

Material e Métodos

Delineamento experimental e manejo alimentar

Juvenis de tambaqui (n=225; peso médio 28,65+0,49 g; comprimento total 12,14+0,07
cm) foram aclimatados em tanques de 310 L, durante 30 dias, recebendo ragdo comercial para
peixes onivoros com 28% de proteina bruta (PB). Apds esse periodo, foram distribuidos em
30 tanques (n=7), em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 2 com
cinco niveis de suplementagdo de B-glucano (0; 0,1; 0,2; 0,4 ¢ 0,8% kg'l de dieta) e dois
protocolos de vacinacao (injecdo com PBS e com vacina oleosa), totalizando 10 tratamentos
com trés repeticoes.

Os peixes foram alimentados com dieta (28% PB) suplementada com a preparacao
comercial de p-glucano (Betamune®, Biorigin, Sdo Paulo, Brasil) em diferentes
concentragoes (0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8% kg'1 de dieta). A alimentacdo foi fornecida duas vezes
ao dia até a saciedade aparente, durante 60 dias. Nesse periodo, os parametros de qualidade de
agua como temperatura (29,25 £ 0,06 °C) e oxigénio dissolvido (6,30 + 0,02 mg L) foram
monitorados trés vezes por semana por meio de um monitor YSI 55, e quinzenalmente foram
avaliadas a alcalinidade (191,09 + 1,21 mg L") por titulacdo, pH (8,18 £ 0,006) com um
pHmetro Quimis Q400M2 e aménia total (0,09 + 0,004 mg L) pelo método de endofenol.

Isolamento da bactéria e infeccio experimental

A cepa de Aeromonas hydrophila utilizada neste estudo foi fornecida pelo Laboratério
de Patologia de Organismos Aquaticos (LAPOA) do Centro de Aquicultura da Unesp,
Caunesp. A cepa foi mantida congelada a -70 °C e no momento do uso, uma aliquota do
isolado foi descongelada e o material semeado em caldo BHI (Brain Heart Infusion — Difco)

em duplicata para incubagao a 25° C, durante 48 horas.

123



Ensaios para estabelecimento da DLs, dose letal que causa a mortalidade de 50% dos
animais, foram conduzidos de acordo com a metodologia proposta por Plumb & Bowser
(1983), utilizando as concentragdes de 10°-10° unidade formadora de colonia (UFC) por
peixe, sendo a DLs, estabelecida em 1,0 x 10° UFC. Apos o desafio, a mortalidade foi
avaliada durante 15 dias. O diagnostico de aeromoniose foi feito por meio do isolamento de
A. hydrophila em cultura pura do rim cefalico e/ou quando foi registrada a ocorréncia de
sinais clinicos como: petéquias ao longo de toda a superficie corporal, distensdo da cavidade
abdominal por ascite, peixes isolados do cardume, coloracdo enegrecida, hemorragia nas

nadadeiras e 6rgaos internos.

Producao da vacina

A suspensdo bacteriana utilizada como vacina foi produzida pelo cultivo de aliquota
do isolado de Aeromonas hydrophila em 500 mL de meio liquido de Carlson & Pacha (1968)
modificado por Pilarski et al. (2008), a 28°C, durante 48 horas.

A massa bacteriana foi obtida por centrifugac¢do (4000 rpm, 4°C, por 20 minutos), apos
trés lavagens sucessivas com solugdo de PBS estéril (pH 7,4) para retirada completa do meio
de cultura e entdo foi ressuspendida em 100 ml de PBS. A concentragdo da vacina foi ajustada
para 1,0 x 10° células ml™.

Para inativacgdo adicionou-se 0,5% de formol (volume/volume) a suspensao bacteriana,
que ficou sob agitagdo constante a temperatura ambiente. Depois foi mantida a 4 °C, durante
24 horas, conforme metodologia de Grabowski et al. (2004).

A suspensio antigénica foi adicionado o adjuvante incompleto de Freund (na
proporcao de 1:1) e essa mistura foi emulsionada em misturador elétrico e mantida sobre

refrigeracdo até o momento do uso.

Vacinacao dos peixes e desafio bacteriano

Apds 60 dias de alimentacdo com as dietas suplementadas com B-glucano, os peixes
foram submetidos a dois protocolos de vacinagdo: vacinagdo oleosa e emprego de PBS.
Assim, trés grupos de peixes (21 peixes) de cada tratamento com B-glucano, totalizando 105
peixes, foram vacinados com duas doses da vacina, em intervalos de 15 dias, manualmente
por inje¢do intraperitoneal da vacina oleosa. Outros 105 peixes dos mesmos tratamentos

serviram como controle e receberam inje¢do intraperitoneal de PBS.
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Com os peixes previamente anestesiados (100 mg L' de benzocaina), procedeu-se a
vacinagdo usando seringas de 1ml. A vacina de Aeromonas hydrophila (1 ml) foi injetada na
cavidade peritoneal, um centimetro abaixo da nadadeira pélvica.

Decorridos quinze dias da vacinacao e do refor¢o (“booster”), foi efetuado o desafio
bacteriano por meio de injecdo intraperitoneal de Aeromonas hydrophila (1,0 x 10* UFC).
Apo6s o desafio, os peixes foram observados a cada 12 horas durante quinze dias quanto a
mortalidade e a ocorréncia de sinais clinicos.

A eficacia da vacina foi determinada usando a porcentagem relativa de sobrevivéncia
(do inglés, Relative Percent Survival - RPS) (Amend, 1981), sendo:

RPS = (1- (% mortalidade dos vacinados / % de mortalidade do controle)) x 100

Procedimentos de coleta e analises fisiologicas

A avaliacdo das respostas fisiologicas dos peixes foi realizada por meio de indicadores
imunologicos e hematologicos. As amostragens foram realizadas apds a realizacdo da
vacinagdo e desafio bacteriano com trés peixes de cada repeti¢do (nove de cada tratamento).
Para isso, com os peixes previamente anestesiados (100 mg L™ de benzocaina), procedeu-se a
coleta sanguinea mediante a puncdo de vasos caudais com seringas sem anticoagulante e o
sangue foi separado em dois microtubos. Em um microtubo foi colocado o sangue com EDTA
(anticoagulante) para determinacdo do eritrograma. Para obten¢do do soro, no segundo
microtubo foi colocado o sangue sem anticoagulante, o qual ficou em temperatura ambiente
por cerca de duas horas para coagulacdo. Apds esse periodo o soro foi separado por

centrifugacio (3000 rpm, 10 minutos a 10 °C) e armazenado a -70 °C.

Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Os parametros hematoldgicos determinados foram hematdcrito (Ht), depois da
centrifugacdo do sangue (12.000 g, 10 minutos), em tubos microcapilares heparinizados, e
leitura em escala padronizada; concentracdo de hemoglobina (Hb), segundo o método da
cianometa-hemoglobina; e contagem do nimero de eritrocitos (RBC), realizada em camara de
Neubauer, depois da diluicdio do sangue em solucdo de formol citrato. Equagdes
hematimétricas (Acerete et al., 2004) foram utilizadas para determinacdo das constantes
corpusculares, como o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média
(HCM) e a concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Com relacdo aos parametros bioquimicos foram determinadas a glicemia (GL) pelo

método de Trinder, a concentragdo de proteinas totais (PT) pelo método de biureto e de
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albumina (AL) pelo método de verde de bromocresol, utilizando-se ‘“kits” comerciais
especificos (Labtest, Minas Gerais, Brasil). Os valores de globulinas (GB) foram obtidos por
meio de calculo diferencial e a relagcdo albumina:globulina (AL:GL) calculada a partir das

concentragdes de albumina e globulina.

Analise da concentracio e atividade de lisozima

As analises da concentragdo e atividade da lisozima foram realizadas no Laboratério
de Bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP), por
ensaio turbidimético, segundo Ellis (1990) e adaptada por Marzocchi-Machado et al. (1999) e
Abreu (2007).

Uma curva padrdo utilizando lisozima liofilizada (Img/mL) de clara de ovo de galinha
nas concentragdes de 10, 25, 50, 80, 100 e 150 ng lisozima/300uL, suspensdo de Micrococcus
lysodeikticus (10mg) e 50ml de tampao fosfato de sodio (0,05 M; pH 6,2) foi preparada e lida
em espectrofotdmetro (Beckman DU-70S) em 450 nm. Os resultados das diferencas entre
densidades oOticas iniciais e finais foram utilizados para quantificagdo das concentracdes de
lisozima nas amostras.

Inicialmente as amostras de soro foram inativadas, em banho Maria, a 56 0C, durante
30 minutos, visando a inativagdo das proteinas do sistema complemento, de modo que a agdo
da lisozima fosse o tnico fator responsavel pela lise do Micrococcus lysodeikticus.

As preparacdes consistiram de 175uL de soro inativado e 125uL de tampao fosfato de
sodio (0,05 M; pH 6,2), cuja mistura foi levada ao espectrofotdometro (Beckman DU-70S)
para incubag@o durante dois minutos a 26°C. Uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus
(300uL) foi adicionada a mistura, totalizando o volume final de 600uL, e avaliada a reducao
da densidade 6ptica (ADO) em 450nm, entre 0,5 e 5,0 minutos, a 26°C.

A concentragdo da lisozima (em pg/ml) corresponde a reducdo da ADO para cada
volume de amostra avaliada e a atividade da lisozima (em U/ml) corresponde a quantidade de

enzima que produziu, em 450nm, um ADO de 0,001/ minuto (Won et al., 2004).

Analise estatistica

Os resultados obtidos sdo expressos como média + erro padrdo da média. As
diferengas obtidas entre as médias dos diferentes tratamentos foram estabelecidas por analise
de variancia (two-way ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (Zar, 1999).
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Resultados

A vacina oleosa com cepa da bactéria Aeromonas hydrophila injetada
intaperitonealmente, sob condic¢des laboratoriais, promoveu boa protecdo para os tambaquis,
acima de 95% de sobrevivéncia no grupo alimentado com ragdo suplementada com 0,2% de
B-glucano kg™ de dieta e 100% de sobrevivéncia em todos os demais grupos (0; 0,1; 0,4 ¢ 0,8
% de P-glucano kg de dieta) (Tabela 1). No grupo controle, a maior porcentagem de
mortalidade, apos o desafio, foi observada nos peixes ndo vacinados e que ndo receberam
suplementagdo de B-glucano (19,05%) e nos grupos nao vacinados que receberam 0,4 (38,1%)

e 0,8% de B-glucano (38,1%) (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade de tambaquis, alimentados com ragdo suplementada com [-glucano na

dieta por 60 dias, apds vacinacdo e desafio com Aeromonas hydrophila (n=21).

B-glucano (%) Protocolo de Dose da vacina Mortalidade
vacinacao (UFC mI™) acumulada (%)
0,0 PBS - 19,05
0,0 Vacina oleosa 1,0 x 10° 0
0,1 PBS - 9,52
0,1 Vacina oleosa 1,0 x 10° 0
0,2 PBS - 14,29
0,2 Vacina oleosa 1,0 x 10° 4,76
0,4 PBS - 38,10
0.4 Vacina oleosa 1,0x 10° 0
0,8 PBS - 38,10
0,8 Vacina oleosa 1,0 x 10° 0

Com relagdo a porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS), observou-se que, com
exce¢do do grupo alimentado com dieta suplementada com 0,2% de -glucano que apresentou
baixo RPS (66,69%), os demais apresentaram RPS de 100% (Tabela 2), indicando que a

vacina promoveu protecdo eficiente contra o desafio com Aeromonas hydrophila.
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Tabela 2. Porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS) de tambaquis alimentados com ragao

suplementada com B-glucano na dieta por 60 dias, apds vacinacdo e desafio com Aeromonas

hydrophila.
B-glucano (%) RPS (%)
0,0 100
0,1 100
0,2 66,69
0,4 100
0,8 100

Os peixes injetados com solugdo esterilizada de PBS ¢ desafiados com A. hydrophila
apresentaram apos 24 horas sinais clinicos de aeromoniose, como isolamento de individuos
do cardume, coloracdo enegrecida, hemorragia nas nadadeiras e 6rgdos internos, além de

petéquias, lesdes ulcerativas na superficie do corpo e distensao da cavidade abdominal por

ascite (Figura 1).

Figura 1. Exemplares de tambaqui apresentando sinais clinicos de ocorréncia de A.
hydrophila. (A) lesdes ulcerativas na superficie do corpo e (B) hemorragia de 6rgaos internos

(Fonte: Sakabe, 2008).

Os parametros hematologicos (Ht, Hb, RBC, VCM, HCM e CHCM) avaliados apo6s a
vacinagdo e desafio bacteriano ndo apresentaram diferengas significativas nos peixes dos
diferentes tratamentos com [-glucano (Tabela 3). Entretanto, quando comparados os
protocolos de vacinagdo, observou-se que para as variaveis Hb e RBC houve reducao

significativa nos valores desses indicadores nos peixes que receberam a injecdo de PBS em
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comparagdo com os peixes que receberam a vacina oleosa, sendo observado o mesmo perfil
para o Ht, porém sem diferenca significativa (Tabela 3). Para as constantes corpusculares
como VCM, HCM e CHCM nio foram observadas diferencas significativas entre os grupos
de peixes que receberam injecao de PBS e aqueles que receberam a vacina oleosa (Tabela 3).

Com relagdo aos parametros bioquimicos, nao foram observadas diferencas
significativas em relacdo a glicemia, proteinas totais e albumina. Entretanto, nos peixes
vacinados e desafiados com A. hydrophila a suplementagdo de 0,8% de B-glucano promoveu
aumento nos valores de globulina, sendo este significativamente diferente dos valores
observados nos grupos suplementados com 0,0 e 0,1% de B-glucano (Tabela 3). Para a relagao
albumina:globulina observou-se, nos peixes inoculados com PBS, reducdo nesses valores no
grupo alimentado com dieta suplementada com 0,2% de B-glucano, cujos valores foram
significativamente diferentes dos valores do grupo que recebeu 0,4% de B-glucano kg dieta
(Tabela 3).

Apos a vacinagdo e desafio bacteriano foi avaliada a concentracao sérica e atividade de
lisozima dos juvenis alimentados com dietas suplementadas com B-glucano. Os resultados
mostraram que tanto a alimentagdo com B-glucano quanto a vacinagdo ndo exerceram efeito
significativo para a concentragdo e atividade da lisozima (Figuras 2 ¢ 3). As maiores
concentragodes ¢ atividade de lisozima foram observadas no grupo vacinado e neste grupo os
peixes que receberam suplementagio com 0,4% P-glucano kg' dieta foram os que
apresentaram os maiores valores de concentracio e atividade de lisozima (0,29+0,05 pg ml™” e
47,58+6,92 U ml”, respectivamente) (Figuras 2 e 3). Entretanto, ap6s analise da porcentagem
de aumento obtida para a concentracdo e atividade da lisozima dos peixes vacinados e
desafiados com Aeromonas hydrophila em relacdo aos ndo vacinados foi possivel visualizar
que o aumento mais expressivo na porcentagem da concentragdo e atividade da lisozima
ocorreu nos peixes vacinados e alimentados com dieta suplementada com 0,2% [-glucano em
relacdo aos demais tratamentos com B-glucano (Figuras 2 e 3). Com relagdo a concentracao
da lisozima sérica, os peixes vacinados e alimentados com dieta suplementada com 0; 0,1;
0,2; 0,4 ¢ 0,8% de B-glucano exibiram aumento de 4,49; 10,42; 18,13; 9,38 ¢ 14,87%,
respectivamente e para a atividade da lisozima a porcentagem de aumento foi de 4,85; 9,41;

15,8; 8,94 e 13,4%, repectivamente.
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Tabela 3. Parametros hematoldgicos e bioquimicos de tambaquis alimentados com dieta suplementada com B-glucano apds vacinagdo e desafio

com Aeromonas hydrophila.

Parametros Protocolo de B-Glucano (% kg'1 dieta)
vacinagio 0,0 | 0,1 | 0,2 | 0,4 0,8
Ht (%) PBS 25,56+1,84aA 23,3342,52aA 25,00+2,60aA 25,22+1,95aA 21,78+2,30aA
Vacina Oleosa  26,0042,27aA 28,78+1,52aA 25,33+2,35aA 26,11+1,53aA 28,00+2,88aA
Hb (g dL™) PBS 5,09+0,56aA 6,33+0,51aA 5,29+0,67aA 6,4140,47aA 5,19+0,50aA
Vacina Oleosa 5,9140,17aB 6,9240,30aB 6,2840,39aB 6,88+0,40aB 6,88+0,62aB
RBC (10°mm™) PBS 1,81+0,19aA 1,84+0,22aA 1,72+0,19aA 2,14+0,26aA 2,06+0,20aA
Vacina Oleosa 2,55+0,28aB 2,05+0,10aB 2,22+0,16aB 2,12+0,18aB 2,03+0,10aB
VCM (um?*) PBS 149,47+14,35aA  143,37+23,46aA 153,97+17,47aA  136,384+20,90aA 109,58+9,18aA
Vacina Oleosa  127,32+10,65aA 143,4347,30aA 125,54+11,85aA 127,3549,28aA 139,16218,47aA
HCM (pg) PBS 31,19+5,44aA 37,83+4,72aA 31,6143,13aA 32,86+3,96aA 26,23+2,59aA
Vacina Oleosa  29,40+2,96aA 32,99+0,95aA 30,16+2,31aA 31,43+2,63aA 30,44+3,07aA
CHCM (%) PBS 21,85+3,85aA 30,48+5,59aA 22,3242,71aA 26,19+2,30aA 25,34+3,09aA
Vacina Oleosa  24,78+3,15aA 24,67+1,89aA 22,55+1,65aA 26,84+1,73aA 24,04+4,19aA
GL (mgdL™) PBS 83,06+6,93aA 75,14+3,55aA 84,01+6,88aA 82,05+3,21aA 72,44+4 45aA
Vacina Oleosa  81,93+6,76aA 83,23+4,30aA 82,43+6,53aA 86,55+2,89aA 74,62+6,02aA
PT (gdL™) PBS 3,7940,24aA 4,75+0,86aA 3,7340,16aA 3,5340,19aA 3,07+0,41aA
Vacina Oleosa 3,49+0,15aA 3,78+0,25aA 3,5610,08aA 3,8610,17aA 4,1140,36aA
AL (gdL™) PBS 1,2240,11aA 1,19+0,09aA 1,13+0,05aA 1,3440,10aA 1,10+0,08aA
Vacina Oleosa 1,16+0,06aA 1,28+0,06aA 1,37+0,09aA 1,37+0,11aA 1,19+0,13aA
GB (gdL™) PBS 2,57+0,28aA 2,7140,35aA 2,60+0,13aA 2,18+0,12aA 2,48+0,24aA
Vacina Oleosa 2,32+0,13bA 2,50+0,23bA 2,20+0,11abA 2,50+0,15abA 3,32+0,50aA
AL: GL PBS 0,53+0,09abA 0,5040,07abA 0,44+0,02bA 0,62+0,03aA 0,49+0,04abA
Vacina Oleosa 0,5140,04aA 0,56+0,07aA 0,65+0,08aA 0,57+0,06aA 0,39+0,06aA

Meédias seguidas por mesma letra, minusculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo apresentam diferenga significativa em relagdo aos niveis

de B-glucano e protocolo de vacinagdo (PBS e Vacina oleosa), a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 2. Concentrag¢do de lisozima sérica de juvenis de tambaqui vacinados (PBS e vacina
oleosa) e desafiados com Aeromonas hydrophila apds alimenta¢dao suplementada com
diferentes concentragdes de P-glucano por 60 dias. Nao houve diferenga significativa em
relagdo aos niveis de B-glucano e protocolo de vacinagdo (PBS e Vacina oleosa), a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 3. Atividade de lisozima sérica de juvenis de tambaqui vacinados (PBS e vacina
oleosa) e desafiados com Aeromonas hydrophila apds suplementacdo de B-glucano em sua
dieta por 60 dias. Nao houve diferenca significativa em relagdo aos niveis de B-glucano e

protocolo de vacinagdo (PBS e Vacina oleosa), a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Discussao

Este estudo demonstrou a eficacia de uma vacina oleosa contra Aeromonas hydrophila
para juvenis de tambaqui, onde a imunizagdo com A. hydrophila promoveu menor
mortalidade e maiores valores de RPS para os tambaquis. Entretanto, estes efeitos ndo foram
aumentados quando do fornecimento de racao suplementada com B-glucano.

Alguns estudos conduzidos com B-glucano em peixes sugerem que a administragdo de
dietas suplementadas com este imunoestimulante promove aumento da resisténcia de varias
espécies de peixes contra infec¢des bacterianas e protozodrias (Raa et al., 1990; Nikl et al.,
1993; Siwicki et al., 1994; Yoshida et al., 1995; Efthimiou, 1996; Robertsen, 1999). O modo
pelo qual o B-glucano aumenta a resisténcia a doengas se da pelo aumento dos mecanismos
ndo-especificos de defesa, mais do que pelo aumento das respostas imunes especificas
(Whittington et al., 2005). Neste estudo, apds avaliagdo do desafio bacteriano observou-se um
bom nivel de protecdo contra A. hydrophila em todos os grupos vacinados comparado ao
grupo controle, sendo observada correlagdo positiva entre sobrevivéncia, porcentagem relativa
de sobrevivéncia (RPS) e nivel de lisozima, independente do nivel de p-glucano
suplementado na dieta do tambaqui. Este padrao também foi observado quando do emprego
de vacinas para carpas contra a bactéria Aeromonas bestiarum (Kozinska & Guz, 2004).

O efeito adjuvante do B-glucano sobre o aumento da poténcia e eficacia das vacinas
tem sido relatado em peixes. Aakre et al. (1994) demonstraram que o salmdo do Atlantico
vacinado com Aeromonas salmonicida e B-glucano apresentaram aumento da resposta de
anticorpos. Na espécie Catla, o emprego do B-glucano em protocolos de vacinagdo quando
administrados por inje¢ao resultou em aumento da resposta de anticorpos, proliferacdao
especifica do antigeno e “fator de ativacdo de macrofagos” (MAF) quando empregado como
adjuvante em vacina de A. hydrophila inativada (Kamilya et al., 2006). Para a tilapia do Nilo,
o emprego de uma vacina oleosa com cepa inativada de Flavobacterium columnare por
injecdo intraperitoneal e a suplementagdo de 0,1% de B-glucano foi eficaz para prevenir a
ocorréncia de columnariose (Pilarski et al., 2009). Entretanto, neste estudo ndo foi observado
efeito adjuvante do B-glucano na vacina contra Aeromonas hydrophila, mas verificou-se boa
resposta da imunizagdo em tambaquis com aumento da protecdo contra A. hydrophila. Em
outro estudo com tilapia do Nilo, da mesma forma como observado para tambaquis, a
imunizagdo contra S. iniae aumentou significativamente a resposta de anticorpos, resultando
em aumento da prote¢do dos peixes contra infeccdo por S. iniae, ndo sendo observado

também aumento destes efeitos pela inclusdo dietaria do B-glucano (Whittington et al., 2005).
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As analises hematoldgicas sao largamente utilizadas na avaliacdo do estado de saude
dos peixes (Tavares-Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias et al., 2009). Neste estudo, a
avaliacdo dos parametros hematologicos evidenciou uma reducdo nos valores do hematocrito,
hemoglobina e numero de eritrécitos, indicando a ocorréncia de anemia normocitica
normocrémica nos peixes que receberam injecdo de PBS e foram desafiados com A.
hydrophila, independente do nivel de suplementa¢do do B-glucano. Redugdo nos valores de
hematodcrito apds desafio bacteriano também foi observada em pacus e tildpias do Nilo
alimentados com dietas suplementadas com B-glucano (Falcon, 2007; Biller, 2008). Esse
quadro se deve a ocorréncia de hemorragias provocadas por essa bactéria (Campbell & Ellis,
2007), visto que as Aeromonas spp. produzem hemolisina e esta ¢ a causa mais comum de
anemia hemolitica em peixes (Groff & Zinkl, 1999). Para os parametros bioquimicos, o
aumento nos valores de globulinas ¢ relatado como mecanismo de defesa para os peixes
(Sahoo & Mukherjee, 2001), cuja reducdo dos valores da relagdo albumina:globulina no
grupo alimentado com dieta suplementada com 0,2% de B-glucano decorre do aumento da
porcentagem de globulinas, embora ndo significativo, em tambaquis. De forma semelhante,
Misra et al. (2006) relataram aumento da porcentagem de globulina em carpas indianas
(Labeo rohita) alimentadas com dietas suplementadas com B-glucano. Sahoo & Mukherjee
(2001) relatam o aumento de globulinas no soro como mecanismo de defesa para os peixes,
havendo consequentemente uma redu¢do na relacdo A:G em peixes suplementados com [3-
glucano na dieta.

Vérios estudos relataram o efeito do P-glucano sobre as respostas imunes nao-
especificas. O B-glucano promove aumento na atividade de lisozima em salmdo do Atlantico,
truta arco-iris e turbot (Engstad et al., 1992; Jorgensen et al., 1993) e isto provavelmente se
deva ao aumento no numero de fagdcitos secretando lisozima ou devido ao aumento da
quantidade de lisozima sintetizada pela célula (Engstad et al., 1992; Kumari & Sahoo, 2006).
Entretanto, para tildpia do Nilo foi observado que a atividade da lisozima ndo aumentou pela
inclusdo dietaria de B-glucano (Whittington et al., 2005). Neste estudo, a concentragdo e
atividade de lisozima ndo foram afetadas pelos diferentes niveis de suplementacdo com [-
glucano na dieta do tambaqui. Entretanto, os maiores niveis de concentracao e atividade da
lisozima foram observados nos tambaquis vacinados em relacdo ao grupo controle e isso se
deve em parte a inflamagdo produzida pela vacina oleosa, cujo mesmo padrdo de resposta foi
observado em carpas (Kozinska & Guz, 2004). Um expressivo aumento da concentragdo e
atividade da lisozima, porém nao significativo, foi observado nos tambaquis vacinados em
relagdo aos ndo vacinados e que receberam dieta suplementada com 0,2% de B-glucano.
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Aliado a este fato houve reducdo na taxa de sobrevivéncia e porcentagem relativa de
sobrevivéncia (RPS) dos tambaquis nestes grupos. Entretanto, essas alteragdes observadas
podem ser decorrentes da propria resposta vacinal.

Neste estudo, o emprego de B-glucano na dieta do tambaqui ndo foi efetivo em
aumentar a resposta imune ndo especifica e potencializar o efeito da vacina contra Aeromonas
hydrophila. Entretanto, a vacina oleosa administrada intraperitonealmente foi efetiva na

prevengdo de aeromoniose na espécie.
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Consideracoes finais

Os imunoestimulantes sdo reconhecidos por seu potencial para melhorar a funcao
imune e aumentar a resisténcia a doencas, sendo uma alternativa ao uso de antibidticos na
aquicultura. As pesquisas com imunoestimulantes ainda sdo recentes na aquicultura mundial.
No Brasil, as areas de aplicagdo tém se expandido e o uso desses produtos na dieta das
espécies nativas vem sendo avaliado. Contudo, algumas questdes ainda necessitam ser
elucidadas para obtencdo de melhores respostas, visto que as informagdes disponiveis sdo

muitas vezes contraditorias.

Estudos que contribuam para reforcar o entendimento do mecanismo de agdo do
sistema imune do tambaqui em condi¢cdes adversas encontradas em sistemas de criagdo
intensiva, quando da utilizagdo da suplementacdo de imunoestimulantes em sua dieta, sdo
necessarios, principalmente em fun¢do das divergéncias de resultados obtidos com as espécies
nativas, havendo necessidade de padronizacdo dos protocolos de administragdo, da quantidade
de suplemento incorporada a dieta e da duragdo da administragdo para promocao da protecao
dos peixes.

A prevencao de doencas na aquicultura pela utilizacdo de vacinas torna-se cada vez
mais necessaria. No caso da Aeromonas hydrophila, que ¢ um dos mais importantes
patogenos oportunistas de peixes de dgua doce, o emprego de vacina oleosa administrada
intraperitonealmente foi efetivo na prevencdo de aeromoniose no tambaqui. Entretanto,
protocolos avaliando o emprego de imunoestimulantes como adjuvantes visando potencializar
a eficacia da vacina necessitam ser revistos. Os estudos sobre vacinagdo de peixes sdo uma
realidade em varios paises do mundo, com grande potencial para pesquisa com espécies
nativas. Entretanto, no Brasil esses estudos sdo escassos, especialmente com Aeromonas
hydrophila, havendo necessidade de padronizagdo das dosagens empregadas, vias de
administracdo da vacina, custos e cepas utilizadas que devem ser especificas para cada regido.

Assim, o estabelecimento de protocolos de imunoestimulacdo que melhorem as
condigdes de saude dos peixes e o emprego de vacinas que contribuam para prevenir a
ocorréncia de doencas na criagdo, sdo etapas primordiais para o desenvolvimento da

atividade, principalmente em condic¢des intensivas.
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Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

