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RESUMO

As perdas no cultivo de peixes estdo correlatas a inimeros fatores como: doencas parasitarias,
fingicas, bacterianas, manejo inadequado e temperaturas baixas. Estes obstaculos somados a
problematica do uso indiscriminado de antibidticos, desperta interesse no uso de produtos
menos agressivos € que promovam o fortalecimento do sistema imunoldgico dos peixes. A
exemplo disso, cita-se: vitaminas e imunomoduladores como B-glucanos e nucleotideos. As
vitaminas sdo micronutrientes envolvidas nos processos fisioldogicos e metabdlicos, sua
deficiéncia ocasiona deformidade esquelética, reducdo do crescimento, exoftalmia e
mortalidade. Os B-glucanos e nucleotideos sao produtos nao virulentos conhecidos por estimular
o mecanismo de defesa inato, aumentar atividade fagocitaria de macrofagos, combater
patogenos e estresse. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos hematoimunoldgicos
da suplementacdo dietética conjunta de imunomoduladores (B-glucanos-nucleotideos) e
diferentes niveis de vitaminas para tilapia-do-nilo ap6s estresse fisico e agudo. Para tanto, foram
utilizados 4 tratamentos com dietas experimentais distintas: ragdo com nivel indicado de
vitamina (Vit ind); Vit ind + Imunomodulador (0,5%) (Vit ind+immune); Ta¢do com alto nivel de
vitamina (Vit nign); Vit nigh + Imunomodulador (0,5%) (Vit high+immune). O delineamento
experimental contou com 560 peixes (3,0+0,68 g de peso inicial e 5,33+0,66 cm de
comprimento inicial), em 28 tanques e 25 peixes por tanque, com 7 repeticdes. Apos 60 dias de
suplementagdo, os animais tinham peso de 33,30+7,6 g e comprimento de 11,97+0,94 cm, a
temperatura da agua foi regulada para 20°C e realizada duas biometrias completas.
Posteriormente, os animais foram condicionados a dois fatores estressantes: fisico (I), com trés
oscilagdes de temperatura: 20°C para 30°C/30°C para 20°C/20°C para 30°C; agudo (II), onde os
mesmos animais foram acondicionados em sacos plasticos com agua declorada e agitados por
5 minutos e devolvidos para seus respectivos tanques. Para coleta de dados
hematoimunologicos, foram utilizados 140 animais apods o estresse. A andlise dos dados foi
realizada utilizando ANOVA bifatorial. Nos pardmetros imunoldgicos, o titulo antimicrobiano
e a proteina total plasmatica foram significativamente maiores nos peixes que nao receberam
imunomodulador. Diferentemente, o titulo aglutinante aumentou nos peixes alimentados com
menor nivel de vitamina, enquanto a imunoglobulina apresentou interag¢ao do nivel de vitamina
x imunomodulador, com maior concentracdo em Pre nigh+immune. Em conclusdo, a inclusdo de
imunomoduladores aumentou a resisténcia dos animais ao estresse fisico e agudo, melhorou os
parametros hematoimunoldgicos, e o alto nivel de vitamina ndo parece modular as respostas
imunes.

Palavras-chave: Aquicultura. Suplementacdo. Estresse. Sistema imune. Efeito
imunomodulador.



ABSTRACT

Losses in fish farming are correlated to numerous factors, such as parasitic, fungal, bacterial
diseases, inadequate management and low temperatures. Such obstacles added to the problem
of the indiscriminate use of antibiotics, arouses interest in the use of less aggressive products
that promote the strengthening of the immune system of fish. As for example, vitamins,
immunomodulators such as B-glucans and nucleotides have been studied. Vitamins are
micronutrients involved in physiological and metabolic processes, their deficiency causes
skeletal deformity, reduced growth, exophthalmos and mortality. The B-glucans and nucleotides
are non-virulent products known to stimulate the innate defense mechanism, increase
macrophage phagocytic activity, fight pathogens and stress. Thus, the aim of this study was to
analyze the hematoimmunological effects of joint dietary supplementation of
immunomodulators (B-glucans-nucleotides) and different levels of vitamins for Nile tilapia
after physical and acute stress. For that, 4 treatments with different experimental diets were
used: food with indicated level of vitamin (Vit ing); Vit ina + Immunomodulator 0.5% (Vit
ind+Immune); food with a high level of vitamin (Vit pigh), Vit high + immunomodulator 0.5% (Vit
high+immune). The experimental design included 560 fish (3.0+0.68 g of initial weight and
5.3340.66 cm of initial length), in 28 tanks and 25 fish per tank, with 7 replications. After 60
days of supplementation, the animals had a weight of 33.30+7.6 g and a length of 11.97+0.94
cm, the water temperature was set to 20°C and two complete biometries were performed.
Subsequently, the animals were conditioned to two stress factors: physical (I), with three
temperature fluctuations: 20°C to 30°C/30°C to 20°C/20°C to 30°C; acute (II), where the same
animals were placed in plastic bags with dechlorinated water and shaken for 5 minutes and
returned to their respective tanks. To collect hematoimmunological data, 140 animals were used
after stress. Data analysis was performed using two-way ANOVA. In the immunological
parameters, the antimicrobial titer and total plasma protein were significantly higher in fish that
did not receive immunomodulator. Differently, the agglutinating titer increased in fish fed with
lower levels of vitamin, while the immunoglobulin showed interaction of the level of vitamin
x immunomodulator, with higher concentration in Pre high+Immune. In summary, the inclusion
of immunomodulators increased the animals' resistance to physical and acute stress, improved
hematoimmunological parameters, and the high level of vitamin did not seem to modulate
Immune responses.

Keywords: Aquaculture. Supplementation. Stress. Immune system. Immunomodulatory effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 AQUICULTURA

O crescimento populacional tem constantemente instigado a humanidade a busca por
fontes alternativas capazes de atender as demandas que surgem, sobretudo, a demanda
alimentar. Nesse contexto, atividades como a caga ¢ a pesca extrativista ou predatdria sdo
utilizadas héa séculos, mas ndo conseguem abastecer e suprir esse crescimento populacional
mesmo com a industrializagdo das mesmas nas ultimas décadas (TIDWELL; ALLAN, 2001;
MERINO et al., 2012; NORSE et al., 2012; LITTLE; NEWTON; BEVERIDGE, 2016;
ARAUIJO, 2018). Em meio a esse cenario, o cultivo de animais com destino a alimentagdo do
homem, como a aquicultura ¢ vislumbrado como grande alternativa a essa problematica
(LITTLE; NEWTON; BEVERIDG, 2016).

Alguns autores descrecem a aquicultura como uma atividade de reproducdo e
crescimento de organismos aquaticos em ambiente controlado ou semicontrolado, além de ser
uma atividade que permite adaptacdes tecnologicas e o desenvolvimento de novas tecnologias,
podendo proporcionar a integracdo do meio ambiente, explora¢do aquicola e dos recursos
pesqueiros (SIQUEIRA, 2017). E conhecida também como atividade competitiva de produgdo
de alimentos saudaveis e sustentavel, contribuindo com a geracdo de emprego e renda
(SIQUEIRA, 2017; MULOKOZI et al., 2020).

De acordo com Prabu; Santhiya (2016), Prabu et al. (2017) e a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO, 2022), a produgdo da aquicultura vem aumentando
nos ultimos anos, sendo o setor com maior crescimento dentro da produgdo pecudria global,
com crescimento percentual de 5,3% ao ano desde 2001 até 2018. De acordo com a FAO (2022),
a producdo aquicola em 2020 foi de 122,6 milhdes de toneladas, o qual corresponde um
montante de venda avaliado em US $ 313 bilhoes. Desse total produzido, a maior parte ¢ de
peixes: 54,3 milhdes de toneladas, sendo 47 milhdes de toneladas de produ¢do da aquicultura
em aguas doce e 7,3 milhdes de toneladas da aquicultura marinha e costeira.

No cendrio nacional, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2020), a producdo da aquicultura brasileira chegou a quase R$ 6 bilhdes nesse mesmo
ano. No ano seguinte, em 2021, segundo a Associacdo Brasileira da Piscicultura (PeixeBr,
2022), a produgao foi de 841.005 t, tendo a regido Sul e Nordeste como principais polos de
producgdo com 32% (269.300 t) e 19,3% (162.250 t) da produgdo total, respectivamente, com
destaque para os estados do Parand com 22,35%, ou seja, 188.000 t da produ¢do aquicola

brasileira e Sao Paulo com 9,71%, totalizando producao de 81.640 t. A PeixeBr (2022), dispde
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sobre o crescimento aquicola mesmo em um ano ainda marcado pela pandemia da Sars-CoV-2
e indica crescimento de 4,7% da piscicultura e também da sua exportacdo, 49% em volume
(9.932 t) e 78% em faturamento (US $ 20,7 milhdes), comparados ao ano de 2020.

Grande parte da produgdao aquicola global e também brasileira vem de espécies
herbivoras e onivoras como por exemplo, a tildpia. A tilapia, assim como a carpa foram
introduzidas amplamente nos trépicos e por possuirem caracteristicas que as tornam mais
adaptaveis e resistentes, viabilizando o cultivo (EL-SAYED; KAWANNA, 2008). A espécie

de maior relevancia de cultivo no Brasil, ¢ sem duvida a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

1.2 TILAPICULTURA

O cultivo de tilapia é crescente tanto no ambito global quanto nacional. Atualmente ¢é
a segunda espécie de peixe mais cultivada no mundo (PRABU et al., 2019) e a mais produzida
no Brasil. Os niimeros de producdo de tilapia tanto no cendrio global quanto no brasileiro
mostram o quanto esse animal € valioso, tanto para a economia quanto para seguranca alimentar
global (GOBI et al., 2018; ALBUQUERQUE; HERRIG; CAVICHIOLO, 2019; ZAKI et al.,
2020). A introdugdo da tilapia no territdrio brasileiro aconteceu na década de 50 com a espécie
tilapia rendali (Coptodon rendalli), com o objetivo de povoar os reservatdrios hidrelétricos e
estimular o cultivo. Esses animais originalmente vieram do continente africano,
especificamente do Congo Belga, atualmente conhecido como Republica do Congo (GURGEL,
1998; BARROSO et al., 2016).

No Brasil, a tilapicultura ¢ a mais consolidada das criacdes de espécies de peixe, com
grande popularizagdo e desenvolvimento em todas as regides (SUSSEL, 2013; FILHO et al.,
2020). Atualmente, o cultivo de tilapia ¢ realizado principalmente em sistemas intensivo e
superintensivo, ou seja, apliando-se elevadas densidades de estocagem (BRITO et al., 2017).
Quatro espécies de tilapia sdo cultivadas no Brasil: tilapia azul (Oreochromis aureus), tilapia
de Mocambique (Oreochromis mossambicus), tilapia de Zanzibar (Oreochromis urolepis
hornorum) e tilapia-do-nilo (O. niloticus) (SCHULTER; VIEIRA-FILHO, 2017), sendo esta
ultima a principal espécie.

A tilapia-do-nilo ¢ amplamente difundida na aquicultura continental brasileira, foi
importada em 1971 do continente africano e possui caracteristicas que sdo atrativas para o
cultivo tais como: rusticidade, habito alimentar onivoro, carne de bom rendimento ¢ com boa
qualidade organoléptica, resisténcia a varidveis ambientais (temperatura, oxigénio dissolvido,
pH, salinidade), qualidade zootécnica, alta taxa de fecundidade, periodo de engorda

relativamente curto, manejo mais simplificado e com boa aceitagdo pelos consumidores (EL-
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SAYED, 2006; FURUYA, 2010; PEREIRA; SILVA, 2012); BARROSO et al., 2015;
BARROSO et al., 2016).

E notério o grande potencial que esse peixe possui para a produgio brasileira, pois
segundo PeixeBr (2022), em 2021 a produgdo de tilapia cresceu 9,8%, com producdo de
534.005 t, representando 63,5% da producao total brasileira. Esse percentual foi maior que os
de 2020 (60,6%), 2019 (57%) e 2018 (54,1%), tornando o Brasil, 4° maior produtor de tilapia
anivel global. Em termos de vendas externas, a tilapia representa 88% com uma receita avaliada
em US$ 18,2 milhdes. Em termos regionais, a regido sul é a maior produtora, com 43,4% da
produgdo de tilapia, totalizando 231.900 t. E de acordo com PeixeBr (2022), os estados
pioneiros na produgdo de tildpia sdo: Parana (182.000 t), Sao Paulo (76.140 t), Minas Gerais
(47.000 t) e Santa Catarina (41.700 t).

Apesar da grande importancia da tilapicultura, alguns problemas assolam este cultivo:
enfermidades, sejam parasitarias, fingicas ou bacterianas. Dentre as paratistarias, cita-se:
Ichthyophthirius multifilis, Trichodina sp., Ambiphyra sp., Apiosoma sp., monogenoidea ¢
digenea (ZANOLO; YAMAMURA, 2006; SILVA et al., 2021). J& com relagdo as bacterianas,
destaca-se: Edwardsiella tarda, Francisella noatuanensis orientalis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus iniae, Aeromonas sp., entre outras. Além disso, os cultivos também sofrem com
manejo inadequado e com as temperaturas baixas, principalmente no inverno nas regioes
subtropicais (ZERAI; FITZSIMMONS; COLLIER, 2010; NOBREGA et al., 2020).
Normalmente, nesses locais, entre o fim do outono e o inicio da primavera as dguas de cultivo
registram queda na temperatura, entre 11 °C e 13 °C, valores proximos da letalidade para
espécies como a tilapia, j& que a mesma possui conforto térmico entre 26 °C e 30 °C (ALTUN;
TEKELIOGLU; DANABAS, 2006; KUBITZA, 2006; ZADINELO et al., 2020).

Os problemas acarretados no inverno também tém influéncia da estagdo mais quente,
pois nessa estacdo existe problemas com os niveis de 4gua (estdo mais baixos devido a baixa
precipitagdo pluviométrica) e o alto fornecimento de ragdo, que provoca maiores niveis de
nutrientes, em especial os nitrogenadas que em determinados niveis sdo toxicos, além da
diminui¢do do oxigénio dissolvido, ou seja, queda na qualidade de 4gua (COMAS, 2017). Esses
problemas associados com a queda e oscilagdo de temperatura no inverno, grande densidade de
estocagem e a fatores neuroenddcrinos, afetam negativamente o sistema imunoldgico dos
peixes, deixando os peixes mais suscetiveis as doencas, menos tolerantes ao manejo e
acarretando na morte desses animais. Isso ¢ preocupante, pois com a chegada da primavera
ocorre a intensificagdo do manejo, seja para a reproducao ou para retomar a comercializagdo

(KUBITZA, 2006; FALCON et al., 2007; ZADINELO et al., 2020).
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Decorrente a essa problematica, muitos estudos vém sendo realizados a procura de
alternativas que consigam remediar ou minimizar essa situacao estressante pela qual os peixes
sao expostos, por exemplo, usando uma rag¢ao enriquecida com nutrientes contendo vitaminas,
principalmente, C, A, D e E, minerais, além de imunomoduladores, prebioticos e probioticos
(COMAS, 2017), a fim de promover melhor desempenho no crescimento e também

proporcionar o fortalecimento da imunidade dos peixes (LU et al., 2019).

1.3 NUTRICAO DE PEIXES

Os peixes assim como 0s outros organismos possuem exigéncias nutricionais que
garantam sua sobrevivéncia, no entanto, essa exigéncia pode variar para cada espécie. Os peixes
necessitam de fatores energéticos para que consigam manter as atividades metabolicas bésicas
e para apoiar o crescimento e a reprodu¢do (LOCHMANN et al., 2009; SANTOS et al., 2013).
Nutrientes que exercem a fungdo energética ao metabolismo dos peixes sdo 0os macronutrientes:
proteinas, carboidratos e lipidios (SANTOS et al., 2013; HIXSON, 2014).

O conhecimento da nutri¢cdo de peixes ¢ importante para uma alimentagao equilibrada
que forneca os nutrientes necessarios a uma determinada espécie de peixe, que resulta em uma
boa produgdo econdmica e um produto saudavel de qualidade (LIMA; SILVEIRA; TUESTA,
2015; CRAIG; HELFRICH, 2017). O crescimento e desenvolvimento dos peixes também pode
ser influenciado pela biodisponibilidade de nutrientes e pela concentracdo de vitaminas e
minerais (FERNANDES-JUNIOR et al., 2010; SALARO et al., 2013).

No entanto, com os avangos e a produg¢ao intensiva e superintensiva de espécies como
atilapia-do-nilo, a alimentacdo natural ¢ restrita (MARTINS et al., 2016), fazendo-se necessaria
fonte nutricional externa que forneca nutrientes como proteina, carboidratos, lipidios, vitaminas
e minerais (CRAIG; HELFRICH, 2017). Além disso, quanto mais intensivo € o sistema de
produgdo, maior € a exigéncia por micronutrientes como as vitaminas € minerais. Em vista
disso, a formulacdo e balanceamento nutricional ¢ primordial para a espécie de cultivo, a
exemplo a tilapia-do-nilo (ANDRADE et al., 2015).

Ainda que conhecida as exigéncias nutricionais da tilapia (Tabela 1), € importante
ressaltar que existem fatores que podem altera-las, como a linhagem, sexo, fatores ambientais,
sanidade e ingredientes presentes na racdo fornecida (FURUYA, 2010; FURUYA et al., 2012).
A tilapia-do-nilo, segundo Cyrino et al. (2010); Furuya (2010); Nutrient Requirements of Fish
—NRC (2011); Andrade et al. (2015); Cruz; Rufino (2017), necessita de todos os aminoacidos
essenciais, macrominerais € microminerais, energia, proteina, fibra e acidos graxos. Além

desses nutrientes, os peixes necessitam de vitaminas, pois as mesmas participam amplamente
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do metabolismo, seja como catalisadores ou reguladores metabdlicos e possuem varia¢dao na
sua biodisponibilidade em fun¢do da sua origem e absor¢ao pelos peixes (RIBEIRO et al.,

2012).

1.3.1 Vitaminas

As vitaminas sdo componentes organicos essenciais para a vida. De forma geral, sdo
necessdrias em pequenas quantidades (micronutrientes), a fim de garantir melhor
funcionalidade do organismo participando de processos metabdlicos, potencializar o
crescimento, melhorar a reprodu¢do e garantir excelente quadro de saude (LOVELL, 1998;
HALVER, 2002; GOUDA et al., 2020; EL-SAYED; IZQUIERDO, 2022).

Segundo Navarro (2008), esses compostos podem ser classificados como lipossoluvel
(quando ha afinidade com lipideos), a exemplo das vitaminas A, D, E e K, e como
hidrossoltuveis (afinidade com a agua), como as vitaminas do complexo B e vitamina C.
Vitaminas hidrossoliveis possuem diferentes fungdes, umas atuam como coenzimas no
metabolismo celular e sdo exigidas em menor quantidade, outras atuam como cofatores de
enzimas e s3o exigidas em maior quantidade, como a vitamina C (NEU et al., 2010). No geral,
as vitaminas estdo envolvidas na formagao do tecido 0sseo, sanguineo, muscular, nos processos
metabolicos e fisiologicos, crescimento, saude e a reproducao (MCDOWELL, 2003).

A deficiéncia ou a caréncia em vitaminas pode provocar deformidade larval
(MAZURALIS et al., 2009), deformidade esquelética como escoliose, redug¢do do crescimento,
redugdo da ingestdo de alimento (anorexia), anemia e alteragdo na coloracdo, normalmente
coloragao mais escura (HAGA; TAKEUCHI; SEIKAI, 2004; HANSEN; WAAGBQ; HEMRE,
2015; CRAIG; HELFRICH, 2017), apatia, natacdo erratica, exoftalmia, acimulo de fluido
seroso na cavidade visceral, reducdo do niimero de eritrécitos € mortalidade (NRC, 2011;
GUIMARAES et al., 2014).

A importancia de vitaminas na dieta dos peixes se dé& principalmente porque algumas
delas ndo sdo sintetizadas pelo organismo, a exemplo dessas vitaminas estdo as vitaminas C e
E (MAZURALIS et al., 2009). Diante disso, se faz necessario o fornecimento exogeno desses

compostos no cultivo de peixes.

1.3.1.1 Vitamina C
O acido ascorbico (vitamina C - VTC) ¢ uma vitamina hidrossoluvel extremamente
importante para os peixes, principalmente por atuar em fun¢des como crescimento, formagao

do colageno (principal constituinte do esqueleto), por suas propriedades antioxidantes,
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formagao de ossos, dentes e cicatrizacdo de ferimentos (ROTTA, 2003; NAVARRO, 2008).
Nos peixes, a absor¢do de VTC ocorre na membrana apical do enterodcito, realizada por
transportadores especificos que dependem de sddio (Na*), promovendo absor¢ido de Na™ pela
célula (NAVARRO, 2008). No entanto, assim como outros organismos, a maioria dos peixes
teledsteos ndo sintetizam VTC por ndo apresentarem a enzima L-gulonolactona oxidase, que
catalisa a ultima reacdo na sintese de acido ascorbico (BORBA; FRACALOSSI; FREITAS,
2007; NAVARRO, 2008; NRC, 2011).

Acido ascorbico (AA) é a principal fonte de VTC para os organismos, no entanto, na
maior parte das dietas praticas esse acido ¢ instavel e parte de sua atividade pode ser perdida
durante o processamento da ragdo, assim como, durante o armazenamento da mesma (SHIAU;
LIN, 2006). Nos estudos de Shiau; Lin (2006) com tilapias, quando comparam dietas contendo
quatro tipos diferentes de AA, foi possivel observar a necessidade de 79 mg de L-acido
ascorbico kg™! para a estabilidade da VTC, enquanto que para o L-ascorbil-2-sulfato (C2S) a
concentragdo variou de 20-23 AA kg'; para o L-ascorbil-2-monofosfato-Mg (C2MP-Mg) foi
entre 17-20 AA kg'! e para o L-ascorbil-2-monofosfato-Na (C2MO-Na) é de 16 AA kg
Devido a essa natureza, o uso de AA em formas mais estaveis ¢ necessario, ja que a deficiéncia
em VTC nos peixes os tornam mais fracos e como consequéncia ocasiona a mortalidade dos
animais.

A deficiéncia em VTC no organismo dos peixes promove grandes desequilibrios, pois
prejudica a sintese de coldgeno e consequentemente provoca deformidades estruturais como
escoliose, lordose, anormalidade na cartilagem (FALCON et al., 2007), crescimento reduzido,
hemorragia interna e nas nadadeiras, filamentos branquiais distorcidos, anorexia, reduz o
numero de 6vulos, reduz a eclodibilidade dos ovos e aumenta a mortalidade (NAVARRO et al.,
2009; TRICHET et al., 2015).

A exigéncia de VTC nos peixes possui alguns fatores, como por exemplo, o estagio de
crescimento do animal e também a situagdo na qual ele se encontra, como estresse térmico, pois
a VTC reduz cortisol e modula niveis de expressao de proteinas de choque térmico (HSP70)
(KHASSAF et al., 2003; NRC, 2011; JIMENEZ-FERNANDEZ et al., 2012) ¢ ataques de
patdgenos. Dessa forma, a VTC também pode exercer a fun¢ao de imunomodulador na dieta de
animais aquaticos como peixes e camardes (SAHA et al., 2010; DAWOOD; KOSHIO, 2018;
RADI et al., 2020; SA, 2020).

Os efeitos imunomoduladores de VTC induz a resposta imune, incluindo infiltragao
de macrofagos, proliferacdo celular, peroxidacdo lipidica, atividade do sistema complemento,

aumento dos niveis de lisozima, da atividade dos leucocitos e desenvolvimento de citocinas,
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melhora a sobrevivéncia e o combate a enfermidades de uma variedade de espécies de peixes
(NAYAK; SWAIN; MUKHERIJEE, 2007; MING et al., 2012; GAO et al., 2013). Mesmo
propiciando esses efeitos, o papel antioxidante da VTC ¢ o de maior destaque, pois € capaz de
eliminar espécies reativas de oxigénio (Oxygen-reactive species - ROS) (BAE et al., 2011).

As ROS sdo fatores microbicidas potentes e podem ser produzidas pela atividade
fagocitica das células do sistema imune (DAWOOD; KOSHIO; ESTEBAN, 2018). A VTC
atua contra as ROS intracelular e extracelular mediando o estresse oxidativo dos tecidos e
células. Os fagocitos, por exemplo, sdo atuantes na resposta imune inata ¢ possuem alta
concentragdo de VTC no seu citoplasma, que representa forte protecdo contra uma enorme
produgdo de ROS no combate aos patogenos (SA, 2020). Logo, a suplementagdo em VTC em
niveis elevados ¢ recomendada quando o sistema imune ¢ desafiado, seja por estresse como
manipulacdo, classificacdo, surtos de doencas e baixa ingestdo desse componente durante o
inverno (TRICHET et al., 2015).

Em funcao do potencial modulador da VTC, os estudos de Martins et al. (2008); Liang
et al. (2017); Dawwod; Koshio (2018) e Dawoo et al. (2020), demonstraram que o acréscimo
de VTC na dieta melhorou a resisténcia ao estresse, melhorou a histomorfometria do intestino,
e a resisténcia contra infecgdes, respectivamente.

A VTC ainda pode colaborar com outros antioxidantes como o tocoferol (vitamina E)
e atuar de forma sinérgica, pois a VTC restaura a vitamina E, em prote¢do sinérgica de
membranas, quando ambas estdo presentes (SHIAU; HSU, 2002; TORRES et al., 2002;
(VELEZ-ALAVEZ et al., 2014), causando um efeito poupador de vitamina E. Nos estudos de
Liu et al. (2019), a dieta para acara-disco (Symphysodon haraldi), contendo VTC e vitamina E
alcangaram maiores taxas de crescimento especifico, comprimento e capacidade antioxidante.
Jatrutas (Trutta caspius) alimentadas com dieta rica em VTC e vitamina E apresentaram melhor
taxa de crescimento, ganho de peso, biomassa, parametros hematimétricos e parametros
imunologicos como a lisozima e imunoglobulina (KHARA; SAYYADBORANI;
SAYYADBORANI, 2016).

1.3.1.2 Vitamina E

O a-tocoferol (vitamina E - VTE) ¢ uma vitamina lipossoluvel de extrema importancia
para os animais, sobretudo para os aquaticos como peixes, pois sdo incapazes de sintetizé-la,
explanando a necessidade de sua adicdo na dieta. Esse nutriente ¢ composto por grupos

fendlicos biologicamente ativos que sao naturalmente encontrados em 8 formas, sendo 4 do tipo

tocoferois e 4 tocotriendis (MEHRAD; SUDAGAR, 2010; FAROOQI; QURESHI, 2018).
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Apesar da abundancia de formas, a que apresenta maior atividade de VTE ¢ a-tocoferol, um
produto biologico antioxidante (MEHRAD; SUDAGAR, 2010; NRC, 2011).

A relevancia da VTE para os peixes pode ser devido ao seu mecanismo de agdo. Sabe-
se que a referida vitamina tem por principal fun¢do a acao antioxidante metabolica, pela qual
protege as membranas celulares, lipoproteinas e lipidios contra a oxidagdo (SAU et al., 2004;
SADO; GIMBO; SALLES, 2016), bem como protege os dcidos graxos poliinsaturados (PUFA)
que estao presentes nas dietas contra peroxidagdo modulada por ataques de radicais livres
(SHIAU; HSU, 2002; HUANG; HUANG, 2004). Esses acidos graxos sao essenciais para o
desenvolvimento normal dos peixes, pois sdo incorporados nas células e ajudam a manter a
fluidez da membrana (PALACE; WERNER, 2006).

Além dessa fungao bastante difundida, a VTE possui outras atribui¢des como redugao
na mortalidade, melhora do crescimento, desempenho dos peixes, resisténcia ao estresse,
resisténcia as doengas, manuten¢do da qualidade da carne (filés), promove a permeabilidade
dos capilares e musculos cardiacos (HALVER, 2002; HALVER; HARDY, 2002; VISMARA
et al., 2003; PENG et al., 2009; PAN et al., 2017). Em contrapartida, a auséncia ou baixa
concentracdo de VTE pode gerar danos para o animal como crescimento lento, figado em
regeneragdo e afeta o desempenho reprodutivo (gonadas imaturas, menor taxa de eclosdo e
menor sobrevivéncia da prole) (IZQUIERDO; FERNANDEZ-PALACIOS; TACON, 2001) De
acordo com os estudos de Sau et al. (2004), concentragdo inferior a 100g de VTE kg™! provocou
reducdo no ganho de peso e na eficiéncia alimentar em carpa indiana (Labeo rohita).

Outro papel que a VTE desempenha ¢ a modulacdo da resposta imunoldgica nio
especifica dos peixes (SAKAIL 1999; HALVER; HARDY, 2002; TRICHET, 2010), pois
protegem as membranas dos macrdfagos de danos peroxidativos (FILHO, 2007); induz o
aumento da produgdo de leucocitos e da atividade fagocitaria (CHEN et al., 2004), estimula os
linfocitos B e T e quando administrada em dose adequada, podendo aumentar a geragdo de
anticorpos e atividade do sistema complemento, promove a proliferacdo de linfocitos, citocinas
e melhora a fagocitose (FAROOQI; QURESHI, 2018). Segundo Priyadarsani et al. (2021), a
suplementagio de VTE com 100 mg kg™! de ragio pode preparar o sistema imune nio especifico
de carpa contra 4. hydrophila e melhorar a saude em geral. Para Galaz; Kim; Lee (2010), VTE
fornecida na dieta aumentou a resposta imune nao especifica e melhorou a resisténcia do peixe
papagaio (Sparisoma abilgardi).

Além das vitaminas, os minerais sdo de grande importancia para os peixes € também

estdo envolvidos nos processos metabolicos, esquelético, podendo refletir na maior ou na menor
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produtividade do animal (McDOWELL, 2003). Os minerais também podem interagir entre si e
também com outros nutrientes (MORAES; LOUREIRO; PADINHA, 2009).

1.3.2 Minerais

Os minerais sdo classificados de acordo com a quantidade exigida pelo peixe (LIM;
WEBSTER, 2001), sdo elementos inorganicos vitais para diversos processos como o
crescimento e manutencao da saude dos peixes (LALL; KAUSHIK, 2021). Quando exigido em
maior quantidade sdo classificados como macrominerais (quantidade em g) e em menor
quantidade como microminerais (quantidade em mg e png). Compde o grupo dos macrominerais:
fosforo, enxofre, calcio, magnésio, sddio, potassio, calcio e cloro; enquanto os microminerais
sdo compostos por cobalto, cromo, cobre, iodo, manganés, selénio e zinco (GATLIN, 2010;
NRC, 2011). Os macrominerais estdo envolvidos na estrutura de tecidos, na osmorregulacao,
em rotas metabdlicas e do balango acido-base (JOBLING, 2001; GONCALVES et al., 2005).
Enquanto os microminerais sdo componentes de hormonios, cofatores enzimaticos, ativadores
de enzima e participam de processos bioquimicos (NRC, 2011).

Os peixes realizam absor¢ao de ions presentes na dgua através das branquias, suprindo
a necessidade de muitos minerais. No entanto, segundo Kleemann (2002) e Furuya (2010),
assim como a deficiéncia em vitaminas, a falta de minerais pode ser prejudicial para os animais.
A exemplo disso o fosforo (P), mineral de baixa concentragdo na agua, porém essencial para o
crescimento, reprodugdo e mineralizagdo Ossea e a caréncia deste micromineral resulta em
reducdo do peso e piora da conversdo alimentar (KLEEMANN, 2002). O zinco (Zn) ¢ um
mineral importante, pois ¢ um componente para o sistema enzimatico e sua deficiéncia altera
os parametros hematoldgicos assim como a deficiéncia em ferro (Fe) altera parametros como
hemoglobina, Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM), ou seja, a caréncia desse mineral esta associada a doengas como
anemia (KLEEMAN, 2002). A fim de evitar doencas e perdas decorrentes de uma dieta carente
de vitaminas e minerais, tem-se acrescentado nas ragdes uma pré-mistura de vitaminas e

minerais.

1.3.3 Pré-mistura de vitaminas e minerais (Premix)
Para combater possiveis problemas por deficiéncia nutricional dos peixes de cultivo,
normalmente ¢ empregado o fornecimento de racdo comercial que ja ¢ enriquecida de minerais

e vitaminas através da pré-mistura de vitaminas e minerais (Premix) (FURUYA, 2010). Esse
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produto ¢ minuciosamente balanceado e destinado para cada espécie e fase de vida
independente dos niveis nutricionais dos ingredientes (GATLIN, 2010).

A formulacao de Premix balanceado ¢ fruto de pesquisas e dos avancos que a
aquicultura vem sofrendo nas ultimas décadas (ANDRADE et al., 2015; CRUZ; RUFINO,
2017). A incorporagdo desses produtos na ragdo ¢ essencial para a saude e qualidade de vida
desses animais, ja que sem o mesmo, poderia haver problemas em decorréncia da deficiéncia
nutricional, seja ela de minerais ou vitaminas, que pode acarretar na perda da qualidade do
produto, na mortalidade dos animais no cultivo e consequentemente prejuizo econdmico para o
produtor.

Com relagdo aos Premix que sdo adicionados na formulac¢ao da ragdo, ¢ importante
averiguar quais sao os nutrientes presentes no mesmo e suas respectivas concentragdes, pois de
acordo com Kubitza; Cyrino; Ono (1998); Anderson; Sunderland (2002); Athar et al. (2006);
Craig; Helfrich (2017), na formulagdo da ragdo e posteriormente na fabricacdo, mais
precisamente no processo de adi¢ao de calor, seja por extrusdo (ragdo flutuante) ou pela adicao
de pressdo como na peletizacdo (ragdo mais densa, capaz de afundar), alguns nutrientes sdao
perdidos, acontecendo perdas também durante o armazenamento da ragio (BARROWS et al.,
2008; CYRINO et al., 2010). Outro fator importante ¢ seguir as normas do fabricante
relacionada a quantidade de Premix que deve ser adicionado por tonelada kg™! de racdo. Uma
observagdo que deve ser feita ¢ que sdo variados os Premix disponiveis no mercado atualmente

e cada um possui diferentes nutrientes e diferentes concentracdes (Tabela 2).

Tabela 1 - Exigéncias nutricionais para juvenis de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Nutriente Exigéncia Nutriente Exigéncia
"Energia Bruta (kcal/kg) 4081 “Potassio (%) 0,20 - 0,30
Energia Digestivel (kcal/kg) 3200 *Sédio (%) 0,15
3Proteina Bruta (%) 40 2Cobre (mg/kg) 4
“Proteina Digestivel (%) 32 lodo (mg/kg) 0,6
SArginina (%) 1,34 “Ferro (mg/kg) 8,5
SHistidina (%) 0,55 “Manganés (mg/kg) 7
“Isoleucina (%) 1 4Zinco (mg/kg) 20
“Leucina (%) 1,9 "Selénio (mg/kg) 0,25
2Lisina (%) 1,53 *Vitamina A (Ul/kg) 5999,99
“Metionina+Cistina (%) 1 *Vitamina D (Ul/kg) 360
SFenilalanina+Tirosina (%) 1,77 *Vitamina E (Ul/kg) 2400000
“Teonina (%) 1,2 8Vitamina K (mg/kg) 4.4

3 Triptofano (%) 0,09 “4Riboflavina (mg/kg) 6
*Valina (%) 1,5 4Acido pantoténico (mg/kg) 10

SExtrato etéreo (%) 7,81 “Niacina (mg/kg) 26
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Tabela 1 (concluséo)

7Acido graxo n-3 (%) 1,2 “Vitamina B, (mg/kg) NE*
*Acido graxo n-6 (%) 0,5-1,0 4Colina (mg/kg) 1000
8Fibra Bruta (%) 8-10 “Biotina (mg/kg) 0,06
4Calcio (%) 0,7 2Acido folico (mg/kg) 1
4Cloro (%) 0,15 ’Tiamina (mg/kg) 4
“Magnésio (%) 0,06 *Vitamina Be (mg/kg) 15
Fésforo total (%) 0,95 *Vitamina C (mg/kg) 20
4Fosforo disponivel (%) 0,4 BInositol (mg/kg) 400

Fonte: Elaborado pelo Autor
ISilva et al. (2006). *Furuya (2010). 3Siddiqui et al. (1998). “NRC (2011). Santiago; Lovell
(1998).°Cruz; Rufino (2017). "Souza et al. (2005). ®El-Sayed (2006). °Pinto (2008). '°Kubitza
(1999). 'Sanchez et al. (2017). Lim et al. (2011). *Shiau; Su (2005). "Nao exigido.

Tabela 2 - Comparagdo de nutrientes e suas respectivas concentragdes de trés diferentes Premix (A, B,
C) que estdo disponiveis no mercado.

Premix A Premix B Premix C
Ingrediente Nivel/Kg Ingrediente Nivel/Kg Ingrediente Nivel/Kg
Acido Félico (mg) 1200 Acido Félico (mg) 420  Biotina (mg) 150
Acido Pantoténico (mg) 10000 Acido Pantoténico (mg) 8333  Colina (mg) 5000
BHT (mg) 5000 BHT (mg) 25000 Inositol (mg) 5000
Biotina (mg) 200  Biotina (mg) 144 Todato de potassio (mg) 240
Inositol (mg) 250000 Inositol (mg) 50000 L-Lisina (mg) 3000
Iodo (mg) 1600 Iodato de calcio (mg) 92 Metionina (mg) 2000
Niacina (mg) 20000 Niacina (mg) 8333  Niacina (mg) 10000
Selénio (mg) 100  Propionato de calcio (mg) 250000 Pantotenato de calcio (mg) 2000
Cobalto (mg) 80 Selenito (mg) 100 Selenato de s6dio (mg) 20
Cobre (mg) 3500  Sulfato de Cobalto (mg) 27 Sulfato de Cobalto (mg) 80
Ferro (mg) 20000 Sulfato de Cobre (mg) 1833  Sulfato de Cobre (mg) 2400
Manganés (mg) 10000 Sulfato de Ferro (mg) 8000  Sulfato de Ferro (mg) 28000
Zinco (mg) 24 Sulfato de Manganés (mg) 3500  Sulfato de Magnésio (mg) 2400
Colina (mg) 100000 Sulfato de Zinco (mg) 23330 Sulfato de Manganés (mg) 6800
Vitamina A (UI) 2400000 Vitamina A (UI) 1666670 Sulfato de Zinco (mg) 24000
Vitamina B1 (mg) 4000  Vitamina B1 (mg) 2083  Vitamina A (UI) 2000000
Vitamina B12 (ug) 8000 Vitamina B12 (ug) 5000 Vitamina B1 (mg) 800
Vitamina B2 (mg) 4000 Vitamina B2 (mg) 4166  Vitamina B12 (ug) 40000
Vitamina B6 (mg) 3500 Vitamina B6 (mg) 3166  Vitamina B2 (mg) 1000
Vitamina C (mg) 600  Vitamina C (mg) 66,67 Vitamina B6 (mg) 2400
Vitamina D3 (UI) 600000 Vitamina D3 (UI) 666670 Vitamina C (mg) 20
Vitamina E (UI) 30000 Vitamina E (UI) 16666 Vitamina D3 (UI) 400000
Vitamina K3 (mg) 3.000 Vitamina K3 (mg) 833  Vitamina E (UI) 20000

Fonte: Elaborado pelo autor

1.4 IMUNOMODULADORES

Ha décadas que as mais variadas doencas e seus vetores assolam os cultivos de peixes
e aliado a isso, ha também o estresse ocasionado pelo manejo e sazonalidade. Esses fatores
muitas vezes resultam em mortalidade no cultivo e perdas econdmicas. Na tentativa de prevenir

e mitigar essas perdas, tém-se utilizado antibidticos e quimioterdpicos como medidas



23

profilaticas e também como tratamento de doengas (DING; HE, 2010; WANG et al., 2019;
RASHIDIAN et al., 2020). No entanto, o uso indiscriminado desses produtos tem levantado
questdes como acumulacao de substancias nos tecidos dos peixes. Além disso, o uso recorrente
de antibidticos nos tratamentos de doengas tem gerado bactérias resistentes, ou
“superbactérias”, que nao respondem mais aos tratamentos (AKANMU, 2018; KRAEMER;
RAMACHANDRAN; PERRON, 2019).

Com o aumento dos problemas relacionados aos cultivos ja mencionados
anteriormente, a inser¢ao de imunomoduladores na dieta dos peixes ¢ uma estratégia importante
e um método eficaz a ser utilizado na aquicultura, com objetivo de aumentar a resisténcia
natural e também reduzir os efeitos imunossupressores causados por patdégenos ¢ pelo estresse
nos peixes, ja que o mesmo modula o sistema imunolégico e aumenta a resisténcia dos
hospedeiros (BAGNI et al., 2005; ALY; MOHAMMED,; JOHN, 2008; TORT, 2011;
ABDELRAZEK etal., 2017; SA, 2020). Reiterando o exposto, Albright; Evelyn; Nikl, (1991),
afirmam que imunomoduladores podem ser utilizados como tratamento profilatico em situagdes
conhecidas, como doengas sazonais. Além disso, Tzianabos (2000) e Bagni et al. (2005),
defendem que imunomoduladores sao compostos naturais e sintéticos capazes de neutralizar o
estado imunossupressor dos peixes.

Autores como Sakai (1999) e Gopalakannan;, Arul (2010), denominam
imunomoduladores ou imunoestimulantes como uma substancia com a finalidade de melhorar
o sistema imunoldgico, para tanto, interagem com as células desse sistema de defesa ativando
macrofagos e aumentando a fagocitose por neutrofilos e monocitos; elevam o ntimero de
linfécitos e niveis de imunoglobulina sérica e lisozima, ou seja, producdo de mensageiros que
estimulam o sistema imunologico. Em consideragdo que a resposta imunoldgica € um processo
que abrange componentes celulares e humorais (neutrofilos, macréfagos, linfocitos,
imunoglobulinas e citocinas), Tzianabos (2000) e Bagni et al. (2005), afirmam que
imunomoduladores promovem a resposta imune ndo especifica e a regulacdo positiva da
resposta inflamatoria.

Os imunomoduladores comumente sdo microrganismos nao virulentos (GANNAM;
SCHROCK, 1999), seus componentes e subprodutos incluem também ampla variedade de
agentes quimicos, polissacarideos, mananoligossacarideos, extrato animal e extrato vegetal
(ABDELRAZEK et al.,, 2017). Alguns exemplos dessas substancias que causam efeito
imunomodulador nos peixes sdo os minerais, vitaminas, nucleotideos e -glucanos (XU et al.,
2015; DAWOOD et al., 2020; SA, 2020). Esse ultimo composto, segundo Smith et al. (2003),

¢ de baixa toxidade, facil administragdo, como imersdao ou injecao, podendo também ser
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fornecido como suplemento dietético. Para Sakai (1999), este tiltimo método € o mais adequado

para se aplicar a aquicultura.

1.4.1 B -Glucano

B-glucano ¢ um polissacarideo estrutural formado por bloco de glicose encontrado na
parede celular de bactérias, fungos, leveduras, protozoarios e plantas (WISMAR et al., 2010;
SELIM; REDA, 2015; EL-MURR et al., 2019; SA, 2020). Sua estrutura compreende ao tipo de
ligacao B-(1,3) e B-(1,6) em ordem ndo repetitiva e também nao aleatdria, o qual possui cadeias
laterais de comprimentos variados (CHAGAS et al, 2013; ARAMLI; KAMANGAR;
NAZARI, 2015).

Esse tipo de ligacdo caracteriza uma estrutura em forma de hélice que ¢ reconhecida
pelo sistema imune e resulta na ativacdo do mesmo através do melhor desempenho das
atividades fagocitarias (PAULSEN; ENGSTAD; ROBERTSEN, 2001). Mesmo de acordo com
Goodridge; Wolf; Underhill (2009), que mencionam que todas as fontes de B-glucano possuam
efeitos pro ou anti-inflamatério, a fonte comumente utilizada na aquicultura ¢ a da levedura
Saccharomyces cerevisiae, por possuir propriedades antitumoral, imunomodulatdria, antiviral,
antibacteriana e antiparasitaria (WASSER; WEIS, 1999; SELIM; REDA, 2015; SA, 2020).

B-glucanos sdo descritos por muitos autores como imunomoduladores por sua
caracteristica de estimular o mecanismo de defesa inato ou ndo especifico (sistema
imunolégico), que induz o aumento da atividade fagocitaria de macréfagos e dessa forma,
aumenta a capacidade de combater patégenos (RINGO et al., 2016; LU et al., 2019; PENNEY
et al., 2019) e estresse, evitando o uso de antibidticos, quimioterapicos, bem como, o0s
problemas relacionados a esses produtos (POHLENZ; GATLIN, 2014; WATTS et al., 2017,
YAMAMOTO et al., 2018; DAWOOD; KOSHIO; ESTEBAN, 2018). Possuem influéncia na
resposta imunoldgica, na producdo de radicais oxidativos de neutréfilos no sangue, reforcam
fatores inespecificos como as proteinas liticas (lisozima) e atividade do sistema complementar
(MISRA et al., 2006; GOPALAKANNAN; ARUL, 2010; PILARSKI et al., 2017), estimula
também atividades bioldgicas como efeito antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatério
(DAWOOD et al., 2020).

De acordo com Lu et al. (2019) e Miao et al. (2020), os B-glucanos possuem a
capacidade de se ligar e serem reconhecidos por receptores de imunidade, como os receptores
Toll-like (TLR), que sdo receptores de conhecimento de padrdes moleculares associados a
patdgenos (pattern-recognition receptor). Segundo Ferraz; Silveira; Santos (2011), os TLR

estao localizados na superficie das células imunologicas e sao capazes de reconhecerem padrdes
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microbianos, que induzem a resposta inata imediata, mediante ativagdo do sistema e a
fagocitose. Nesse caso, o fagocito pode ainda apresentar ao sistema imune ndo adaptativo, um
fragmento do patdogeno ja processado, com estimulagdo de uma resposta nao patogénica.

No geral, B-glucanos se ligam e ativam as c€lulas fagocitarias e essas células produzem
citocinas, as quais promovem uma rea¢do em cadeia e aumentam a producdo de células
fagocitarias, que alertam o sistema imunoldgico para combater patdgenos, estresse e desafio
ambiental (Figura 1), tornando-se um agente profilatico que aumenta a resisténcia do animal e
minimiza possiveis efeitos externos negativos (BONATO, 2019; MIAO et al., 2020). Os B-
glucanos também possuem caracteristica de prebidticos, pois eles podem ser absorvidos pelas
células intestinais no trato gastrointestinal, estimulam células de relagdo imune humoral e
molecular, o que aumenta a resisténcia a doengas (NAVARRETE; TOVAR-RAMREZ, 2014;
SONG et al., 2014). Por essas razdes, esse aditivo tem grande potencial para a aquicultura e
consequentemente tem sido alvo de pesquisas com interesses em suas atividades,
principalmente a imunomoduladora (DAWOOD; KOSHIO; ESTEBAN, 2018).

Além das atribuigdes citadas, de acordo com Ji et al. (2017); Dawood; Koshio; Esteban
(2018) e Amphan et al. (2019), o uso de dietas que sdo enriquecidas com B-glucano ¢
considerada uma pratica barata que pode ser adotada por pequenos e grandes piscicultores,
aumentando o ganho de peso, comprimento e respostas imunoldgicas nos animais. Assim como
B-glucanos, os nucleotideos sdo importantes imunomoduladores e estdo envolvidos em
processos fisiologicos, bioquimicos que inclui a codificagdo genética, componente de
coenzimas € modulacdo do metabolismo (LI; GATLIN, 2006), apresentando-se como um

potencial suplemento alimentar de peixes.

Figura 1 - Esquema de atuacao e interagao dos -
glucanos com as células fagocitarias.

B-GLUCANOS B-(1,6) ) Fagécitos em reacéo ) Fagécitos ativos
com B-glucanos liberando citocinas

~__/ ﬁﬁ |
Células em acdo fagocitaria d -~ # 3
999 =
999

Fonte: Adaptado de Bonato (2019).
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1.4.2 Nucleotideos

Os nucleotideos sdo compostos intracelulares com baixo peso molecular, possuem
base nitrogenada, purina ou pirimidina, agucar (ribose ou desoxirribose), uma pentose € um ou
mais grupo fosfato (LEHNINGER et al., 2018; GIL, 2002). Segundo Li; Zhao; Gatlin (2015)
e Bowyer et al. (2019), os nucleotideos estdo envolvidos em fungdes tanto bioquimicas quanto
fisiologicas essenciais para o sustento da vida, como: inclusdo de decodificagdo de informagdes
genéticas; precursores de acidos nucleicos como acido desoxirribonucleico (DNA) e acido
ribonucleico (RNA), mediagao do metabolismo energético (fonte de adenosina trifosfato - ATP
e guanosina trifosfato - GTP); componentes estruturais de cofatores enzimaticos (como por
exemplo, coenzimas nicotinamida-adenina-dinucleoétido - NAD; flavina-adenina-dinucleotideo
- FAD e acetil-coenzima A - CoA); também participam da sinalizag¢do celular (mensageiros) e
estdo associados a capacidade de modular acidos graxo poliinsaturado de cadeia longa (LC-
PUFA).

Além das fungdes j& atribuidas a esse nutriente, também postula-se que seja um
possivel imunomodulador, por ser capaz de modificar as respostas imunoldgicas (RINGO et
al., 2011; YASEEN et al. 2020), e os nucleotideos podem estar envolvidos em processos como
assimila¢do de nutrientes essenciais a vitelogénese, desempenho reprodutivo (ARSHADI et al.
2018), ativagdo e proliferacdo de linfocitos, fagocitose em macréfagos, resposta de
imunoglobulinas, microbiota intestinal, expressdo genética de certas citocinas (GIL, 2002),
aumento do crescimento, resposta imunoldgicas e resisténcia a doengas (SONG; LIM; LEE,
2012).

As fontes de nucleotideos sdo diversas, de origem vegetal, animal e também sdo
encontrados nas células de leveduras, em forma de nucleotideos livres e 4cidos nucleicos (GIL,
2002; FEGAN, 2006). Esses nutrientes sdo caracterizados como nao essenciais ou condicionais
para os peixes (MALDONADO et al., 2001). Isso se deve a capacidade desses animais de
produzirem naturalmente esses compostos em alguns tecidos, principalmente no tecido
hepético, no qual sdo sintetizados por meio da sintese de novo, terminologia denominada por
Reda et al. (2018), a partir de aminoacidos como a glutamina, glicina, espartato e de energia.

No entanto, a via de sintese de novo ¢ limitada em tecidos e 6rgdos que apresentam
rapida divisdo mitdtica, como mucosa intestinal, eritrocitos, linfocitos, medula 6ssea e cérebro
(ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007; REDA et al., 2018). Outro meio pelo qual os peixes produzem
nucleotideos ¢ através da via de salvamento, na qual os nucleotideos sdao produzidos através de
base endogena de purina e pirimidina da quebra de DNA e RNA. Além disso, esses animais

podem adquirir os nucleotideos através da suplementagdo dietética exdgena desse nutriente
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(SCHALLER; BUCK; RUEDA, 2007), sendo essa via muito importante para o
desenvolvimento desses tecidos de rapido crescimento celular.

Por essas razdes, a suplementagao dietética para peixes que forneca nucleotideos se
torna interessante e viavel, principalmente, em tecidos com acelerado turnover celular, pois o
nucleotideo presente na dieta ¢ direcionado para tecidos com deficiéncia da via de novo (CRUZ;
RUFINO, 2017; REDA et al., 2018). Outros efeitos benéficos desse tipo de suplementagdo ¢ a
possivel melhora larval, otimizagao da fungao celular de linfocitos e efeito poupador de energia
(alta demanda na sintese de nucleotideos) (LOW et al., 2003; RINGO et al., 2012).

Para Burrells; Williams; Forno, (2001); Low et al. (2003); Li; Gatlin (2006) e Cruz;
Rufino (2017), o fornecimento exdgeno desse composto também estd associado a maior
absorc¢ao de nutrientes, uma vez que pode melhorar a morfologia intestinal; além de garantir
maior disponibilidade de nucleotideos em momento de alta demanda nas atividades fisioldgicas
(mé qualidade de agua, alta densidade e manejo), desempenhar papel importante na proliferagao
de leucocitos durante desafio de doencas e aumentar a tolerancia ao efeito imunossupressor do
estresse.

Apesar da fonte exdgena deste composto ser importante, alguns estudos devem ser
realizados a fim de preencher lacunas pendentes, principalmente, com relacdo ao seu efeito
imunomodulador. Segundo Xu et al. (2015), um outro aspecto importante a ser considerado ¢ a
dosagem ideal de nucleotideos nas dietas e isso vai depender de cada espécie. Em investigacao
realizada por Xu et al. (2015), esses indicaram doses ideais diferentes de nucleotideos para o
ganho de peso e crescimento (0,63%) e para a eficiéncia alimentar (0,81%) de hibridos de
juvenis de Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus.

Além das agdes mencionadas dos imunomoduladores, suas atividades podem ainda ser
potencializadas através da simbiose ou mesmo sinergismos com outros aditivos como

probidticos, prebidticos e também as vitaminas, como observado por Khalil; Elhady (2015).

1.5 SINERGIA

Com os avancos da ciéncia e das pesquisas voltadas para a nutricdo na aquicultura,
muito se tem falado na possivel sinergia dos mais variados nutrientes que tem como
consequéncia a potencializacdo das acdes de determinados nutrientes e aditivos. Apesar de
sinergia aparentar ser um termo novo, o mesmo tem sido utilizado ha muitos anos, como
descrito por Colby (1967).

De acordo com Abdulrahman; Ahmed (2016), o sinergismo ocorre quando os efeitos

combinados dos aditivos ou produtos ¢ significativamente maior que os efeitos de cada agente
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administrado isoladamente. Porém, Branisteanu; Mathieu; Bouillon (1997), mencionam que o
efeito sinérgico vai além de uma simples adicdo de efeito, entendendo como sinergia a
promocao de efeitos a niveis mais altos de ambos os produtos avaliados. Kruse et al. (2001),
menciona que o sinergismo permite o uso de doses menores dos produtos, existindo, portanto,
uma acdo de complementaridade. Os efeitos sinérgicos além de serem possivelmente
observados (com base em dados coletados) também podem ser calculados, para tanto, existem
alguns modelos como o de Flint; Cornelius; Barrett (1988), que segue o modelo estatistico
proposto por Colby (1967) que utiliza o teste t, podendo ser classificado como sinergismo (Iij
< 0) e antagonismo (Iij > 0), como segue:

Iij = pij - pi0 - n0j + pno0 (1)

Onde nesse modelo,

Iij: efeito da interagdo dos fatores,

uij: interagdo,

ui0 e p0j: efeitos isolados,

p00: efeito nivel zero de cada fator.

Muitos autores em investigagdes na dieta de peixes tém conseguido observar o
sinergismo em diversos aditivos alimentares, como nos estudos de Khalil; Elhady (2015) com
tilapia-do-nilo, no qual observaram aumento das respostas imunoldgicas e resisténcia contra
Aeromonas sobria nos animais alimentados com vitamina C + Echinacea purpurea. Hoseinifar;
Hosein; Bagheri (2017), observaram sinergismo de galactooligossacarideo (1%) + Pedeococcus
acidilactici (7,5 log UFC g') na atividade enzimatica antioxidante e na resisténcia a
Streptococcus iniae em truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss). Yamamoto et al. (2020),
destacaram elevagdo da atividade de lisozima (in vitro) e aumento da fosfatase acida e burst
respiratory (in vivo) utilizando B-glucano paramilo (100 mg kg™!) + vitamina C (500 mg kg™!)
em robalo listrado hibrido (Morone chrysops x M. saxatilis).

Em resumo, os imunomoduladores citados sdo valiosos aditivos dietéticos para peixes,
pois, de acordo com o exposto, esses aditivos possuem a capacidade de modular o sistema de
defesa dos peixes, aumentando atividade das células fagocitarias. Aliado aos
imunomoduladores estdo as vitaminas que sdo de extrema importancia para esses animais,
podendo também estabelecer sinergismo com os imunomoduladores e potencializando suas

acgoes.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral
Investigar os efeitos hematoimunoldgicos da suplementacdo dietética conjunta de f3-
glucanos-nucleotideos e diferentes niveis de vitaminas para tilapia-do-nilo (O. niloticus) apos

estresse fisico e agudo.

1.6.2 Objetivos especificos

>  Verificar se a suplementagdo conjunta de imunomodulador e diferentes niveis
de vitaminas interferem na hematologia de juvenil de tilapia-do-nilo;

>  Avaliar possiveis alteragdes nos parametros imunologicos de tilapia-do-nilo
suplementadas dieteticamente com imunomodulador e diferentes niveis de vitaminas;

> Averiguar se a suplementa¢do dietética com imunomodulador e diferentes niveis
de vitaminas promove resisténcia de tilapia-do-nilo quando desafiadas com estresse fisico e

agudo.

1.7 ESTRUTURA DO ESTUDO
Esta dissertacao ¢ composta por um artigo cientifico, que serd submetido ao periddico
“Aquaculture International”. Com percentil de 70% em Agronomia e Ciéncias Agrarias,

correspondendo a um qualis A3.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the hematoimmunological effects of joint dietary
supplementation of immunomodulators (B-glucans-nucleotides) and different levels of vitamins
for Nile tilapia after physical and acute stress. For that, 4 treatments with different experimental
diets were used: food with indicated level of vitamin (Vit ind); Vit ind + Immunomodulator
0.5% (Vit ind+Immune); food with a high level of vitamin (Vit high), Vit high +
immunomodulator 0.5% (Vit high+Immune). The experimental design included 560 fish
(3.0+0.68 g of initial weight and 5.33+0.66 cm of initial length), in 28 tanks and 25 fish per
tank, with 7 replications. After 60 days of supplementation, the animals had a weight of
33.30+7.6 g and a length of 11.97+0.94 cm, the water temperature was set to 20°C and two
complete biometries were performed. Subsequently, the animals were conditioned to two stress
factors: physical (I), with three temperature fluctuations: 20°C to 30°C/30°C to 20°C/20°C to
30°C; acute (II), where the same animals were placed in plastic bags with dechlorinated water
and shaken for 5 minutes and returned to their respective tanks. In order to collect
hematoimmunological data, 140 animals were used after stress. Data analysis was performed
using two-way ANOVA. In the immunological parameters, the antimicrobial titer and total
plasma protein were significantly higher in fish that did not receive immunomodulator.
Differently, the agglutinating titer increased in fish fed with lower levels of vitamin, while the
immunoglobulin showed interaction of the level of vitamin x immunomodulator, with higher
concentration in Pre high+Immune. In summary, the inclusion of immunomodulators increased
the animals' resistance to physical and acute stress, improved hematoimmunological
parameters, and the high level of vitamin did not seem to modulate immune responses.

Keywords: Aquaculture, supplementation, stress, immune system, immunomodulatory effect,
vitamin.
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2.1 INTRODUCAO

Oreochromis niloticus € a segunda espécie mais cultivada no mundo (PRABU et al.,
2019) e a mais cultivada no Brasil. Dos organismos aquaticos cultivados no Brasil, segundo a
Associagado Brasileira da Piscicultura (Peixe Br, 2022), a tilapia em 2021 foi responsavel 63,5%
do total produzido. Algumas caracteristicas do cultivo de tilapia que a torna atrativa sdo:
capacidade de producdo em sistema intensivo e superintensivo (BRITO et al., 2017), rusticidade
de manejo, resisténcia a determinadas doengas, resisténcia temperaturas (EL-SAYED;
KAWANNA, 2008), oxigénio dissolvido e salinidade. Além disso, ¢ um peixe com habito
onivoro que aceita com facilidade alimentagdo exogena, possui elevada taxa de crescimento e
tem grande aceitacdo pelos consumidores (EL-SAYED, 2005; BARROSO et al., 2015;
SIQUEIRA et al., 2021).

Apesar da rusticidade e resisténcia dessa espécie, alguns problemas assolam o seu
cultivo devido a enfermidadesparasitérias, fingicas ou bacterianas. Dentre as paratistarias estao
o Ichthyophthirius multifilis, Trichodina sp., Ambiphyra sp., Apiosoma sp., monogenoidea e
digenea (ZANOLO; YAMAMURA, 2006; SILVA et al., 2021). Ja com relagdo as bacterianas
destaca-se as infec¢des por Edwardsiella tarda, Francisella noatuanensis orientalis,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae, Aeromonas sp., entre outras (FIGUEIREDO;
LEAL, 2008). Além disso, o cultivo também sofre com manejo inadequado e com as baixas
temperaturas, principalmente no periodo de inverno nas regides subtropicais (ZERAI,
FITZSIMMONS; COLLIER, 2010; NOBREGA et al., 2020). Normalmente, nesses locais,
entre o fim do outono e o inicio da primavera as dguas de cultivo registram baixas temperatura,
entre 11°C e 13°C, valores proximos da letalidade para espécies como a tilapia-do-nilo, uma
vez que seu conforto térmico é entre 26°C e 30°C (ALTUN; TEKELIOGLU; DANABAS, 2006;
KUBITZA, 2006; ZADINELO et al., 2020).

Em decorréncia de doencas, deficiéncia nutricional, queda e oscilacao de temperatura
no inverno, densidade de estocagem e a fatores neuroenddcrinos, o sistema imunologico dos
peixes ¢ afetado deixando-os menos tolerantes ao manejo e ocasionando mortalidade
(KUBITZA, 2006; FALCON et al., 2007; ZADINELO et al., 2020). Na tentativa de prevenir
essas perdas, antibioticos e quimioterapicos t€ém sido utilizados como medidas profilaticas e
também como tratamento (DING; HE, 2010; WANG et al., 2019). No entanto, o uso
indiscriminado desses pode levar ao acimulo de substancias nos tecidos dos peixes, além do
surgimento de “superbactérias” que ndo respondem aos tratamentos com antibidticos

(AKANMU, 2018; KRAEMER; RAMACHANDRAN; PERRON, 2019).
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Em razdo a problematica do uso de antibidticos e das situagdes desfavoraveis ja
elucidadas, torna-se necessaria a inser¢ao de novos produtos que possam sana-los. A exemplo
desses produtos, estdo as vitaminas, pois estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos,
metabolicos, crescimento, saude e na reproducao (MCDOWELL, 2003; EL-SAYED;
IZQUIERDO, 2022) e também imunomoduladores, pois os mesmos tendem a melhorar o
sistema imunologico, neutralizar o estado imunossupressor € aumentar a resisténcia natural
(BAGNI et al.,, 2005; ABDELRAZEK et al., 2017). Os imunomoduladores sdo micro-
organismos ndo virulentos (GANNAM; SCHROCK, 1999), seus componentes e subprodutos
incluem ampla variedade de agentes quimicos, polissacarideos, mananoligossacarideos, extrato
animal e extrato vegetal (ABDELRAZEK et al., 2017). Alguns exemplos dessas substancias
sdo nucleotideos e B-glucanos (XU et al., 2015; DAWOOD et al., 2020).

B-glucano ¢ um polissacarideo estrutural formado por bloco de glicose encontrado na
parede celular de bactérias, fungos, leveduras, protozoarios e plantas (WISMAR et al., 2010;
SELIM; REDA, 2015). Sua estrutura compreende ao tipo de ligagao B-(1,3) e B-(1,6) em ordem
ndo repetitiva e também nao aleatoéria, que possui cadeias laterais de comprimentos variados
(CHAGAS et al., 2013; ARAMLI; KAMANGAR; NAZARI, 2015). Sao conhecidos por
estimular o mecanismo de defesa inato, aumentar atividade fagocitdria de macrofagos,
combater patdogenos e estresse (RINGO et al., 2016; PENNEY et al., 2019; LU et al., 2019),
estimular atividades bioldgicas como antimicrobiana, efeito antioxidante e anti-inflamatério
(DAWOOD et al., 2020).

Resumidamente, B-glucanos se ligam e ativam as células fagocitarias que produzem
citosinas, promovem rea¢do em cadeia e aumentam a produgdo de células fagocitarias,
alertando o sistema imunoldgico para combater patogenos, estresse e desafios ambientais,
tornando-se um agente profilatico que aumenta a resisténcia do animal. Esse peptideo tem
grande potencial para aquicultura no combate a patdgenos e estresse, € no uso alternativo aos
antibioticos e quimioterapicos (POHLENZ; GATLIN, 2014; WATTS et al., 2017; (DAWOOD;
KOSHIO; ESTEBAN, 2018; YAMAMOTO et al., 2018).

Os nucleotideos assim com B-glucanos possuem origem tanto vegetal quanto animal,
e podem, portanto, ser encontrados nas células de leveduras (GIL, 2002; FEGAN, 2006). Sao
compostos intracelulares com baixo peso molecular, de base nitrogenada, purina ou pirimidina,
acUcar, uma pentose e um ou mais grupo fosfato (GIL, 2002). De acordo com Li; Zhao; Gatlin
(2015); Lehninger et al. (2018) e Bowyer et al. (2019), os nucleotideos estdo envolvidos em
fungdes tanto bioquimicas e fisiologicas essenciais: decodificacdo de informagdes genéticas,

precursores de acidos nucleicos como 4cido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico
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(RNA), mediagdo do metabolismo energético, componentes estruturais de cofatores
enzimaticos, participa¢do na sinalizag@o celular, e estdo associados a capacidade de modular
acidos graxo poliinsaturado de cadeia longa (LC-PUFA).

Além das fun¢des ja atribuidas, esse nutriente ¢ capaz de modificar as respostas
imunologicas (RINGO et al., 2012) e esta envolvido em processos como assimilacdo de
nutrientes essenciais a vitelogénese, desempenho reprodutivo (ARSHADI et al., 2018),
ativacao e proliferagdo de linfocitos, fagocitose em macrofagos, resposta de imunoglobulinas,
microbiota intestinal, expressdo genética de certas citocinas (GIL, 2002), aumento do
crescimento, resposta imune e resisténcia a doencas. Embora os nucleotideos ndo sejam
caracterizados como essenciais para os peixes, por serem produzidos naturalmente, sua
presenga ¢ limitada em tecidos com rapida divisdo mitética (ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007;
REDA et al., 2018).

Em decorréncia da escassez de estudos que relacionem a suplementacdo conjunta de
mais de um imunomodulador e a caréncia de estudos que compare nivel alto e nivel “basal” de
vitaminas, bem como a sinergia de imunomodulador x vitamina; este estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos hemato-imunologicos da suplementacdo dietética conjunta de B-glucanos-
nucleotideos e diferentes niveis de vitaminas e o possivel sinergismos entre esses fatores para

tilapias-do-nilo apos estresse fisico e agudo.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Material bioldgico

As tilapias-do-nilo pertencem a linhagem GIFT, de uma populacdo monossexo
masculina, com peso inicial de 3,00+0,68 g e comprimento de 5,33 + 0,66 cm, oriundas do
Campo Experimental de Piscicultura de Camborit — CEPC/EPAGRI-SC. O complexo
imunomodulador (Rovimax Boost) e o premix vitaminico e mineral Optimum Vitamin Nutrition
(OVN) foram fabricados pela empresa DSM®, Sio Paulo, Brasil. A Streptococcus agalactiae
S13 sorotipo Ib foi isolada de um surto de mortalidade em uma fazenda de tilapia localizada no
estado do Parana por Facimoto et al. (2017) e concedida ao Laboratorio de Sanidade de
Organismos Aquaticos - AQUOS, UFSC. A sequéncia completa do genoma esta disponivel em
bancos de dados publicos DDBJ / EMBL / GenBank sob o numero de acesso CP018623 e
BioProject nimero PRINA356737. Os procedimentos de manejo com os animais foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa

Catarina (CEUA/UFSC 2015231120).
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2.2.2 Dietas experimentais

De forma geral, as dietas normalmente sdo formuladas atendendo as exigéncias
nutricionais do animal, no entanto, essa formulagao ndo prevé injurias que o animal possa sofrer
no decorrer do cultivo como doengas bacterianas, parasitarias, virais e fatores estressantes como
o manejo inadequado e as temperaturas baixas. Diante desse fato, este estudo buscou fornecer
dietas experimentais que ndo s6 contemplem as exigéncias nutricionais da tilapia indicada pelo
NRC (2011), mas também que possam promover resisténcia desse esse animal contra fatores
estressantes ou adversidades do ambiente de cultivo.

Para tal, foram formuladas quatro dietas experimentais que atendem as exigé€ncias
nutricionais da espécie de acordo com o NRC (2011) e Furuya (2010) (Tabela 3). As dietas
produzidas sdo isocaldricas e isoproteicas com dois diferentes niveis de vitaminas: o nivel
normal ou “basal” e o alto nivel, e a presenca ou ndo do complexo imunomodulador Rovimax
Boost DSM® na concentragdo de 5,0 kg ton™! nas ragdes. A recomendagdo do fabricante para a
inclusdo do Premix Rovimax DSM® é de 1,5 a 2,0 kg ton™'.

As dietas foram produzidas por extrusdo em pellets de 2 mm. Utilizou-se um
misturador horizontal (Inbramaq, Riberdo Preto, Brazil), para misturar os ingredientes secos e
a racdo foi extrusada em extrusora de rosca simples MX40 (Inbramagq, Riberdo Preto, Brazil).
Os parametros de extrusdo foram averiguados e previamente ajustados, dentre os quais: a
temperatura na cabeca do canhao (85 °C), o nivel de umidade (24 %) foi atingido com agua
deionizada. Apos a extrusdo, a ragdo foi seca em estufa a 50 °C por 4 h, seguida de embalagem
e armazenamento a -20 °C até o uso.

A determinacao da composi¢do centesimal da dieta foi realizada pelo Laboratério de
Nutricdo da Universidade Federal de Santa Catarina (LabNutri/UFSC), seguindo o protocolo
padrao pela AOAC de acordo com Baur; Ensminger (1977), incluindo niveis de umidade (as
amostras foram secas a 105 ° C até peso constante, método 950.01), proteina bruta (Kjeldahl,
método 945.01), extrato etéreo (Soxhlet, método 920.39C) e matéria mineral (por incineragao

por mufla, método 942.05) (Tabela 3).



Tabela 3 - Formulagdo e composicdo centesimal das dietas experimentais: ragdo com nivel
indicado de vitamina (Vit ing); Vit ina + Imunomodulador (Vit inditimmune); racdo com nivel alto de
vitamina (Vit nign); Vit nigh ~ imunomodulador (Vit pigh+immune)-

Ingredietes (g kg™) Vit ina Vit indi+immune Vit high Vit nightimmune
Visceras de Frango 155 155 155 155
Farelo de Soja 380 380 380 380
Milho 307,2 307,2 307,2 307,2
Protenose 55 55 55 55
Farelo de Trigo 80 80 80 80
Fosfato Dicalcico 7,4 7,4 7,4 7.4
DL-Metionina 4.6 4.6 4.6 4.6
Sal 2 2 2 2
Premix Mineral' 30 30 30 30
A (KUI) 7500 7500 11000 11000
C (mg) 200 900 300 1000
D (UD 1500 1500 2000 2000
E (mg) 50 100 300 350
K (Menadiona) (mg) 3 3 10 10
B1 (Tiamina) (mg) 2 2 20 20
B2 (Riboflavina) (mg) 4 4 20 20
B3 (Niacina) (mg) 35 35 120 120
B5 (4cido pantoténico) (mg) 10 10 50 50
B6 (Pirodoxina) (mg) 4 4 25 25
B7 (Biotina) (mg) 0,1 0,1 1 1
B9 (Acido Félico) (mg) 4 4 7 7
B12 (Cianocobalamina) (mg) 0,02 0,02 0,05 0,05
Imunomodulador? 0 50 0 50
Composi¢io centesimal’
Matéria Seca (%) 90,42 89,98 90,43 90,49
Proteina (%) 38 37,95 37,99 37,94
Proteina Digestivel (%) 34,68 34,64 34,67 34,63
Extrato Etério (%) 5,2 5,17 5,19 5,17
Energia(kcal/kg) 4496,15 4476,09 449213 4472,08
Energia Digestivel (Kcal/kg) 3701,28 3685,84 3698,19 3682,75
Fibra Bruta (%) 3,13 3,12 3,13 3,12
Cinzas (%) 6,08 6,08 6,08 6,08

Fonte: Elaborado pelo Autor
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"Premix Mineral (0,3%): Cobre (mg) 5,00; Ferro (mg) 85,00; Manganés (mg) 25,00; Cobalto (mg) 0,05; Iodo (mg)
1,00; Zinco (mg) 80,00; Selénio (mg) 0,25.
2Imunomodulador: Betaglucanos (g.ton") 1000,00; Nucleotideos (ppm) 150,00.
3 Composi¢do centesimal da matéria seca.

*Os espagos vazios foram preenchidos com carbonato (CaCOs).

2.2.3 Delineamento experimental

Foram utilizados um total de 560 juvenis de tilapia-do-nilo com peso inicial de
3,0+0,68 g e comprimento de 5,33+0,66 cm distribuidos em 28 unidades experimentais (UE)

de polietileno com volume ttil de 80 L, totalizando 20 animais por tanque, com 7 repeti¢des
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para cada tratamento. Os peixes foram aclimatados durante 15 dias e alimentados com ragdo
comercial recomendada pelo produtor durante esse periodo. Apds aclimatagdo, esses animais
foram alimentados durante 60 dias com quatro dietas experimentais distintas:

Racao com nivel indicado de vitamina (Vit inq);

Rag¢do com nivel indicado de vitamina + Imunomodulador 0,5% (Vit ind+immune);

Ragdo com alto nivel de vitamina (Vit nigh);

Ragdo com alto nivel de vitamina + imunomodulador 0,5% (Vit high+immune)-

A alimentag¢ao dos peixes ocorreu de acordo com a tabela de alimentagao proposta pela
empresa EPAGRI (SILVA; MARCHIORI, 2018), que possui como indicativos a temperatura
e o tamanho dos peixes. Para monitorar o crescimento e ajustar o fornecimento de ragdo foram
realizadas biometrias semanais. O excesso de alimentos e excrementos eram retirados dos
tanques duas vezes ao dia por sifonagem.

Durante o periodo experimental, as UEs foram acopladas a um sistema de recirculago
semiaberto de agua (recirculation aquaculture systems-RAS) com filtragem mecanica,
bioldgica, desinfec¢do ultravioleta e fotoperiodo de 12 horas (OWATARI et al., 2018). Os
parametros de qualidade como potencial hidrogenidnico (pH), oxigénio dissolvido (OD),
amonia total, amonia téxica e nitrito foram mensurados pelo método colorimétrico com o Kit
Labcon Test®, Brasil e a temperatura foi mensurada por termometro. Os pardmetros de
qualidade de dgua permaneceram dentro da faixa segura para peixes descrita por Leira et al.
(2017) como segue: pH 7,3+1,5; OD 6,0+0,3 mg L'; aménia total 2,4+1,3 mg L!; amonia
toxica 0,006+0,003 mg L!; nitrito 0,30+0,20 mg L™! e a temperatura 26,5+1,3 °C.

Ap6s 60 dias de suplementacdo, os peixes apresentaram peso de 33,30+£7,6 g e
comprimento de 11,97+0,94 cm e foram submetidos ao manejo de inverno, no qual a
temperatura da dgua foi regulada para 20°C e realizada duas biometrias completas sem uso de
anestésico. Posteriormente, os animais foram condicionados a dois fatores de estresse: fisico
(I), no qual se obteve trés oscilagdes de temperatura: 20 °C para 30 °C; de 30 °C para 20 °C e
de 20 °C para 30 °C; agudo (II), no qual os mesmos animais foram acondicionados em sacos
plasticos com dgua declorada e agitados por 5 minutos e devolvidos para suas respectivas UEs.

Ao final do periodo experimental (pds estresse), 140 peixes foram amostrados para

analises hematologicas e imunoldgicas.

2.2.4 Analises hematologicas
Ao final do experimento, cinco peixes por unidade experimental foram anestesiados

com solucdo de eugenol (75 mg L!). O sangue foi coletado por pun¢io do vaso caudal com
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seringa de 3 mL contendo solucdo de anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA
10%), para analises hematoldgicas. Posteriormente, as extensdes sanguineas foram feitas em
duplicatas e corados com a coloragdo May-Grunwald-Giemsa-Wright (RANZANI-PAIVA et
al., 2013) para contagem diferencial de leucocitos e contagem total de trombocitos. Uma
aliquota de sangue foi usada para determinar o hematocrito (GOLDENFARB et al., 1971), e
outra foi usada para quantificar o nimero total de eritrécitos (RBC) em uma camara de
Neubauer ap6s diluigao 1: 200 em solucao de Dacie modificada de acordo com Blaxhall;
Daisley (1973). A analise de hemoglobina foi feita usando o método da cianometahemoblonia,
enquanto o volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) foram realizadas por meio das equagdes como descritas em Ranzani-Paiva et

al. (2013).

2.2.5 Analises imunoldgicas

O sangue restante usado na analise hematologica foi centrifugado a 1400 G por 15 min
a 4 °C para obter plasma sanguineo. O plasma sanguineo foi combinado em pools de cinco
peixes por unidade experimental e armazenado a 20 °C para analise imunologica.

A concentracdo de proteina plasmatica total foi medida usando um kit comercial de
proteina total (Lab Test®). A imunoglobulina total foi medida de acordo com o método de
Amar et al. (2000), no qual 100 pL. de plasma foram adicionados a 100 pL de solugdo de
polietilenoglicol (PEG) a 12% (Sigma-Aldrich) e incubados a temperatura ambiente (24 °C) por
2 h para precipitagdo das moléculas de imunoglobulina. O precipitado foi sedimentado por
centrifugacao (5000 g a 4°C por 10 min). Ap6s a quantidade total de proteina foi medida a partir
do sobrenadante com um kit comercial (Lab Test®), e albumina bovina foi usada para construir
a curva padrio. A concentragdo de imunoglobulina foi expressa em mg mL™! de acordo com a
formula: Imunoglobulina total = proteina total no plasma - proteina total tratada com PEG.

O titulo da atividade de aglutinagdo foi realizado em microplacas de fundo em U de
96 pocos, onde o plasma foi diluido em uma proporcao de 1: 1 em tampao fosfato-salino (PBS)
no primeiro poco (50 uL de solugdo de PBS: 50 pL de plasma) e realizando diluig¢des de 1: 2
em série até 12° poco. Posteriormente, uma concentracdo de 50 puL de S. agalactiae inativado
com formalina (10%) foram adicionados a todos os pogos. A microplaca foi incubada a 25 °C
por 18 h em camara umidificada. A aglutinacdo foi confirmada pela observagdo de um
precipitado no fundo do pogo e foi considerada como o reciproco da Ultima diluicdo que

apresentou aglutinacao (SILVA et al., 2009).
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O titulo antimicrobiano do plasma foi determinado contra S. agalactiae em
microplacas de fundo plano de 96 pogos de acordo com Silva et al. (2009). O ino6culo de S.
agalactiae foi cultivado em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 h a 28 °C, preparado na
concentragio de 0,2 na escala de MacFarland e diluido em meio de caldo pobre (PB) a 1 x 107
UFC mL. O plasma foi diluido na propor¢do de 1: 3 em meio de caldo pobre (PB) no primeiro
poco (50 uL de plasma: 150 uL de PB), e dilui¢gdes seriadas de 1: 2 foram realizadas até o 12°
pogo. Para os controles positivo e negativo, a solucdo salina foi diluida em PB, assim como foi
feito com o plasma. Finalmente, 20 puL de S. agalactiae foram adicionados aos pocos contendo
plasma diluido e o controle positivo. As microplacas foram incubadas por 24 h a 28 °C. O
crescimento do microrganismo ¢ lido no leitor de microplaca, no comprimento de onda de 550
nm. O titulo antimicrobiano foi o reciproco da ultima diluicdo que apresentou atividade

antibacteriana com inibi¢ao total do crescimento microbiano.

2.2.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a testes de Shapiro-Wilk e Levene para avaliar a
normalidade e homocedasticidade de variancia, respectivamente. Os dados ndo paramétricos
foram transformados em log 10 (x + 1). Posteriormente, todos os dados foram submetidos a
analise de variancia de dois fatores (Two-way - ANOVA-analysis of variance) e quando
apropriado, as médias foram separadas pelos testes de Tukey e Scheffé. Todos os testes foram

realizados a 5% de significancia, utilizando o software Statitica versao 10.0.

2.3 RESULTADOS
Durante o ensaio, incluindo o manejo de inverno e o estresse experimental, nenhuma

mortalidade foi encontrada, indicando a forte resisténcia da linhagem dos peixes.

2.3.1 Analises hematoldogicas
A adigdo do imunomodulador aumentou significativamente a concentragdo de
leucocitos totais e linfocitos (p<0,05). Ja& com relacio ao nivel de vitamina, a maior
concentracdo dessa influenciou positivamente no aumento do Hb e HCM (p<0,05) (Tabela 4).
As maiores concentracdes de Hb e HCM foram encontradas no grupo suplementado
com maior nivel de vitamina, enquanto as menores concentragdes foram observadas no grupo

com nivel indicado de vitamina.
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As contagens de trombdcitos, basofilos e neutrdfilos, bem como VCM, CHCM, Htc,
glicose plasmatica e RBC nado foram afetadas (p>0,05) por nenhum dos tratamentos deste

estudo (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros hematologicos de tilapia-do-nilo (média + desvio padrdo) apds 60 dias com dietas
suplementadas com: racdo com nivel indicado de vitamina (Vit ind); Vit ina + Imunomodulador (Vit
ind+Immune); Ta¢A0 com alto nivel de vitamina (Vit hign); Vit nigh +~ Imunomodulador (Vit nigh+immune). Letras
maiusculas diferentes na mesma linha indica diferenca estatistica quanto o nivel de vitamina (A,B) e
letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica na inclusao de
imunomodulador (a,b).

Valor de p

Parametros Vit ind Vit ind+immune Vit high Vit high+Immune , N
Nivel vita. Imuno. Inter.

Trom (x 103 uL") 4,594+2,18 4,37+2,50 5,08+2,35 4,17+2,24 0,716 0,175 0,407
WBC (x 10° uL) 2,34+0,44° 2,53+0,29° 2,33+0,38° 2,37+0,33* 0,141 0,046 0,199
Lin (x 10° uLh 218,64+:40,11° 236,26430,40° 218,01£39,08° 225,40+35,07% 0,311 0,030 0,366

Mon (x 103 uLh) 11,61£1,67 15,78+1,69 11,47+2.0 15,16£1,52 0,874 0,111 0,918
Neu (x 10° uL™) 2,17+0,98 1,48+0,45 1,97+0,83 1,83 £1,04 0,922 0,489 0,614
Baso (x 103 uL) 1,10+0,95 1,20+0,98 1,10+0,69 1,21+1,00 0,544 0,205 0,505
RBC (x 106 uLY) 2,34+0,38 2,53+0,29 2,33+0,38 2,344+0,33 0,095 0,079 0,139
Htc (%) 21,86+5,02 24,34+4.80 24,46+4,73 23,81+4,81 0,171 0,098 0,091
Hb (gdL™) 6,7+0,938 6,86+0,668 7,7240,724  7,19£0,774 0,029 0,540 0,256
Glicose (mg dL'") 53,65+6,98 49,5243,55 49,97+4,94  52,69+4,42 0,956 0,862 0,122
VCM (fL) 0,96+0,21 0,97+0,22 01,04+0,17  01,01+0,16 0,159 0,993 0,374
HCM (gdL™) 0,29+0,058 0,27+0,038 0,33+0,03*  0,31+0,034 0,004 0,066 0,756
CHCM (gdLY) 31,09+2,16 28,45+3,02 31,03+0,57  30,26+1,56 0,193 0,102 0,616

Fonte: Elaborado pelo Autor
RBC: Eritrécitos; Trom: Trombocitos; WBC: Células brancas; Lin: Linfocitos; Mon: Mondcitos; Neu: Neutrofilos; Baso:
Basofilo; Htc: Hematocrito; Hb: Hemoglobina; VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média;
CHCM: Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média. Nivel de significancia 95%.

2.3.2 Analises imunologicas

Ap6s 60 dias de suplementagdo e posteriormente a submissdo de manejo de inverno e
ao estresse fisico e agudo, a adigdo ou presenca do imunomodulador promoveu incremento
significativo das imunoglobulinas plasmaticas (p<0,05), porém, reduziu o titulo antimicrobiana
e niveis de proteinas total plasmatica (p<0,05), enquanto que o titulo de aglutinacdo foi
influenciado pelo nivel de vitamina (p<0,05). O titulo antimicrobiano apresentou maior
concentracdo no grupo sem inclusdo de imunomudulador quando comparado ao grupo com
inclusdo (Figura 2). No titulo de aglutinacdo foi observada maior concentracao no grupo que
recebeu nivel indicado de vitamina (3,334+0,66 log2 (x+1)) e a menor concentracao foi

observada no grupo de maior nivel de vitamina (2,19+0,30 log2 (x+1)) (Figura 2).
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Figura 2 - Titulo antimicrobiano e Titulo de Aglutinagdo de tilapia-do-nilo ap6s 60 dias com dietas
suplementadas com: racdo com nivel indicado de vitamina (Vit ind); Vit ina + Imunomodulador (Vit
ind+Immune); Alto nivel de vitamina (Vit nign); Vit nigh + Imunomodulador (Vit high+immune). Letras maitisculas
diferentes indica diferenga estatistica quanto o nivel de vitamina (A,B) e letras minusculas diferentes
indicam diferenca estatistica na inclusdo de imunomodulador (a,b).

4,50 a
4,00 [ A-[a

350 | Aa 7 A

% 3?3 : / / Ab % . 3 ]

S 2,00 | % % 0y
MEE %
0,00 Vit ind Vit ind+Immune Vit high Vit high+Immune

Titulo antimicrobiano Titulo de aglutinagdo

Fonte: Elaborado pelo autor

A imunoglobulina (Ig), apresentou diferenca significativa tanto na inclusdo de
imunomodulador quanto na interagao entre o nivel de vitamina x inclusdo de imunomodulador
(p<0,05) (Figura 3). Quando observado apenas o fator inclusdo de imunomodulador, o grupo
suplementado obteve maiores médias de Ig (23,14+2,88 mg mL') em comparagdo ao grupo
nio suplementado (16,62+3,22 mg mL™"). Nos niveis de proteina total plasmatica (PTP) foi
observada diferenca significativa (p<0,05) quanto a inclusdo de imunomodulador (Figura 3),
com maior concentragio no grupo sem inclusdo de imunomodulador (26,81+4,01 mgmL ) e a

menor no grupo com inclusdo (23,18+2,76 mg mL™1).
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Figura 3 - Proteina Total Sérica e Imunoglobuina de tilapia-do-nilo apds 60 dias de dieta suplementada
com: racdo com nivel indicado de vitamina (Vit inq); Vit ind + Imunomodulador (Vit ing+immune); Alto nivel
de vitamina (Vit pigh); Vit pigh + Imunomodulador (Vit nigh+immune). Letras minusculas diferentes indica
diferenga estatistica na inclusdo de imunomodulador (a b) ¢ letras (xy) indica interagdo entre os fatores.

3500  Aa
30,00 Ab Aaxy
25,00 / /,Abxy Ab A_al_Xy Aa %
T I 7 %
3 20,00 | . /
215,00 | % é A}X Z
7 o 7 /
10,00 / / / /
7 / / /
Jii T mm
NE 7N /A 7 7/
’ Vit ind Vit ind+Immune Vit high Vit high+Immune
Proteina total ~#Imunoglobulina Total
Fonte: Elaborado pelo autor
2.4 DISCUSSAO

Os peixes alimentados com niveis mais elevados de vitaminas apresentaram maior
concentragdo de Hb e HCM. Hb em peixes assim como em outros vertebrados ¢ uma proteina
com capacidade de se ligar a gases como oxigénio e carbono transportados (DI PRISCO et al.,
2007). A elevacao da concentragao de Hb e HCM podem estar relacionados ao nivel de vitamina
C incorporado na dieta, pois os tratamentos com niveis mais elevados de vitaminas também
apresentam niveis mais elevados de vitamina C. Além disso, segundo Mazur; Green; Carleton
(1960), a vitamina C est4 envolvida na liberacdo de ferro relacionado a ferritina presente no
figado, bem como no transporte do ferro plasmatico para o figado e sua incorporacao pela
ferritina no tecido. Esse fato foi observado nos estudos de Lim et al. (2000), em que observou-
se a interacdo de vitamina C e ferro na concentracdo de Hb no catfish (Ictalurus punctatus) e
também nos estudos de Barros et al. (2002), em O. niloticus. Junior et al. (2010) relataram que
a tildpia-do-nilo alimentada com diferentes niveis de colina (vitamina B8) também aumentou a
taxa de Hb.

Houve aumento significativo de WBC e niimero de linfécitos em juvenis de tilapia-
do-nilo alimentados com imunomoduladores. Imunomoduladores como [-glucanos e

nucleotideos tém capacidade de aumentar a resposta imune do organismo e fornecer resisténcia
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a doencas bacterianas, virais, parasitarias e ao estresse (BURRELLS; WILLIAMS; FORNO,
2001; MIEST et al., 2016).

O aumento no numero de leucécitos e linfocitos nos peixes alimentados com
imunomodulador, pode estar associado a capacidade dos imunomoduladores de modular as
repostas imunes, aumentando o numero de leucdcitos e também pode representar um melhor
estado imunologico nos peixes. Segundo Moreira (2014), linfocitos sdo células
imunocompetentes, portanto, sao capazes de produzir respostas imunes. Resultados
semelhantes foram encontrados por Sherif; Mahfouz (2019), em tildpia-do-nilo alimentada com
B-glucano, por Reda et al. (2018), estudando os efeitos de nucleotideos em tilapia-do-nilo e por
Hassaan et al. (2018), em tildpia-do-nilo suplementada com levedura contendo B-glucano e
nucleotideo.

Contrariamente, Barros et al. (2014), ndo observaram aumento no numero de linfécitos
e leucocitos em tildpias alimentadas com B-glucano e vitamina C, mas observaram diminui¢ao
dessas células apos estresse de transporte. Sado; Gimbo; Salles (2016), também ndo observaram
diferenga no nimero dessas células quando houve a inclusdo de imunomodulador para tilapia-
do-nilo. Os resultados de Barros et al. (2014) podem ser explicados pelo tempo de
suplementagdo empregada nesse estudo (7; 15; 30; 45 dias), enquanto que os resultados de
Sado; Gimbo; Salles (2016), podem estar associados a via de fornecimento da suplementacao
(banho e oral) e tempo de suplementagdo (15 dias). Ambas as metodologias diferem deste
estudo.

De acordo com Rauta; Nayak; Das (2012), o mecanismo de defesa dos peixes ¢
robusto e composto pelos sistemas inato e especifico. O sistema inato fornece a primeira linha
de defesa instantaneamente, na qual estdo envolvidas células de defesa como mondcitos,
linfocitos, leucocitos granulares, componentes humorais e cé€lulas citotoxicas inespecificas,
enquanto o sistema especifico atua de forma incisiva e eficaz e esta ligado a capacidade dos
linfocitos T reconhecer antigenos, mas requer mais tempo para serem ativados. Algumas
barreiras de defesa dos peixes sdo encontradas no soro sanguineo como titulo antimicrobiano,
titulo aglutinante, as imunoglobulinas (Ig) e proteina total plasméatica (PTP). O titulo
antimicrobiano, segundo Uribe et al. (2011), atua na membrana dos patdégenos, inibindo
proteases e assim inibindo a ac¢do de toxinas bacterianas.

Neste estudo, a atividade do titulo antimicrobiano aumentou significativamente em
peixes que ndo receberam imunomodulador. Resultados semelhantes foram encontrados por Ai
et al. (2007), em estudo com dietas contendo B-glucanos para Pseudosciaena crocea, em que

os parametros imunologicos diminuiram significativamente nos animais tratados com alto teor



44

desse peptideo. Esses achados diferem dos encontrados por Lin et al. (2011) e Amphan et al.
(2019) para Cyprinus carpio koi e O. niloticus, respectivamente. Eles também diferem de Koch;
Oliveira; Zanuzzo (2021), que observaram aumento nas respostas imune inatas de O. niloticus
alimentadas com B-glucanos, no entanto, essas respostas imunoldgicas foram reduzidas durante
o periodo de 45 dias de alimentagao.

De forma similar, Misra et al. (2006), utilizou 250 mg kg™' de B-glucanos na dieta de
Labeo rohita e indicaram aumento nos parametros imunologicos at¢ o dia 42, do total
experimental (56 dias). Bagni et al. (2005) ndo observaram diferenga nos parametros
imunoldgicos de Dicentrarchus labrax suplementado durante 45 dias com B-glucanos, assim
como Yamamoto et al. (2018) usando om B-glucanos na dieta de Sciaenops ocellatus; Chagas
et al. (2013) com Colossoma macropomum e Berto et al. (2016), sobre as respostas
hematoimunoldgicas de tildpia-do-nilo com dietas enriquecidas com fonte de nucleotideos.

O fator tempo/duracdo bem como a via pela qual a suplementa¢do foi administrada
podem ser uma possivel explicagdo para os resultados encontrados neste ensaio, pois durou 60
dias com suplementagao oral. Segundo Sakai (1999), a eficacia de imunomoduladores utilizado
pelo método de imersdo e via oral diminuem a longo prazo. Outro argumento para explicar os
resultados, ¢ que pode haver uma overdose de imunomoduladores, pois Sakai (1999), menciona
que adi¢do de varios imunomoduladores induz a imunossupressdo em peixes, € neste estudo
foram fornecidos B-glucanos e nucleotideos, além de alto teor de vitaminas com potencial
imunomodulador, como as vitaminas C e E. Para Ching et al. (2021) pode ocorrer uma exaustao
imunologica.

A aglutinagao ¢ um parametro importante para as respostas imunes e séricas em peixes,
€ 0s agentes responsaveis por esse mecanismo sao as lectinas e imunoglobulinas. As lectinas
sdo proteinas com capacidade de se ligar a alguns agtcares (por sitio de ligacdo a carboidrato)
presentes na membrana dos patdgenos promovendo a aglutinagdo ou opsonizagdo
(VORNHOLT; HARTMANN; KEUSGEN, 2007; MAGNADOTTIR, 2010). Entretanto,
Swain (2006), relataram que as imunoglobulinas possuem maior poder de aglutinacao, pois sao
produzidas pelos linfocitos B e possuem agdo especifica aos antigenos.

O titulo de aglutinagao foi maior nos tratamentos com niveis indicados de vitamina em
comparag¢ao com os tratamentos com niveis mais alto. No entanto, a imunoglobulina apresentou
interagdo entre o nivel de vitamina x imunomodulador e também diferenca quanto a inclusao
de imunomodulador. Os resultados deste estudo mostram que o alto teor de vitamina de uma
forma geral, ndo foi capaz de aumentar o titulo aglutinante dos animais. Estes resultados,

corroboram os achados de Peres; Lim; Klesius (2004), Lim et al. (2009) e Lim et al. (2010), em
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pesquisas com tildpia-do-nilo suplementadas com vitamina E, inositol, vitamina C e E,
respectivamente. Apesar da importancia imunoldgica das lectinas presentes no soro e muco dos
peixes, essa sua relevancia ainda ndo esta bem esclarecida, mas pode estar ligada ao combate
aos microrganismos (NAKAMURA et al., 2001; TASUMI et al., 2004).

As concentracdes de Ig no plasma da espécie em estudo enfatizam que houve uma
interacdo entre o nivel de vitamina e a inclusdo de imunomoduladores, com maiores
concentragdes dessa proteina em Vit high+immune, (Nnumericamente). Esse resultado pode indicar
uma possivel sinergia entre esses fatores, pois de forma isolada tanto os grupos suplementados
com alto nivel vitaminas e com imunomoduladores apresentaram concentragdo menores que a
suplementagdo conjunta. Isso pode estar associado ao alto nivel de vitamina C fornecido na
dieta conjunta, ja que essa vitamina possui forte propriedade antioxidante, causando um efeito
protetor ao imunomodulador de danos oxidativos. Dawood et al. (2017) ¢ Wu et al. (2020)
também observaram efeitos sinérgicos entre vitamina C e o acido ascorbico com f-glucano em
Pagrus major e Epinephelus fuscoguttatus, respectivamente.

Além disso, a Ig nos grupos com inclusdo de imunomodulador foram
significativamente maiores que nos grupos sem inclusdo, evidenciando uma melhor resposta
dessa proteina pelos imunomoduladores. Analisando as concentragdes de Ig somente no fator
nivel vitamina, notamos que as concentra¢cdes diminuem drasticamente como no tratamento Vit
ind € Vit nigh. Niveis mais elevado de Ig, principalmente com a inclusdo de imunomoduladores
pode estar relacionada a uma resposta do sistema imunologico aos estresses sofridos por esses
animais, pois de acordo com Vetvicka; Vannucci; Sima (2013), B-glucanos aumentam a
resposta imune e a resisténcia ao estresse.

Em estudos anteriores, Lim et al. (2010); Guimardes et al. (2014), também
evidenciaram que as vitaminas E e A ndo tiveram efeitos sobre a producdo de Ig em O. niloticus.
No mesmo estudo de Lim et al. (2010), esses observaram maiores niveis de Ig nas dietas com
vitamina C (200 mg kg™"), porém, esse aumento no foi significativo quando os peixes foram
desafiados com Streptococcus iniae. E1-Murr et al. (2019) e Abdelhamid; Elshopakey; Aziza
(2020), observaram que a adig¢@o de B-glucanos na suplementacdo de O. niloticus aumentou os
niveis séricos de imunoglobulinas-M (IgM) e globulinas. De forma similar, a IgM de L
punctatus aumentou com a inclusdo de 1g kg™! de B-glucanos na rag¢io durante 30 dias (PHU et
al., 2016). Neamat-Allah; El-Hakim; Mahmoud (2020), constataram aumento moderado de
IgM em tilapia-do-nilo quando tratadas com B-glucanos e estressadas com atrazina (pesticida).
Reda et al. (2018), utilizando nucleotideos (0,25%) na dieta de tildpia-do-nilo observaram

maiores niveis de IgM, mas isso somente nos 15 dias iniciais, no dobro do periodo (30 dias), o
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imunomodulador ndo teve efeito significativo. Murthy et al. (2009) forneceram alimentago
conjunta de B-glucanos e nucleotideos para camardes e notaram melhores respostas imunes
desses animais.

A proteina total plasmatica ajuda a determinar o estado geral dos peixes. Este
parametro também ¢ muito sensivel ao estresse (MELO et al., 2009). De forma simplificada, a
PTP ¢ obtida calculando a soma de albuminas e de globulinas presentes no plasma
(RODRIGUES et al., 2018). Neste ensaio observou-se que a concentracao de proteina total foi
influenciada pelo fator inclusdo de imunomodulador, porém, diferentemente da Ig, os
tratamentos com inclusdo de imunomodulador apresentaram as menores concentragdes de
proteina total. Esses resultados podem estar relacionados a melhor resisténcia dos peixes
suplementados com imunomoduladores € a menor resisténcia dos nao suplementados, como
reagao ao estresse exercidos sobre os animais.

Ao analisar a glicose plasmatica dos grupos sem inclusao de imunomoduladores,
obervou-se um aumento na sua concentracdo, embora ndo significativo, refor¢a a teoria de
maior estresse sofrido pelos peixes. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Barros et al. (2015), para tildpia-do-nilo estressadas pelo frio, em que a inclusdo de 0,8% de B-
glucanos e 600mg kg! de vitamina C obteve a menor concentracio de proteina total e a maior
concentracdo de globulinas, caracterizando uma resposta ao agente estressor.

Outros estudos Abdelhamid; Elshopakey; Aziza (2020) confirmaram que B-glucanos
tenderam a diminuir o estresse causado por dizinon (pesticida) em tildpia-do-nilo. Melo et al.
(2009) observaram que os machos de tilapia-do-nilo submetidas a hipdxia apresentaram
maiores concentracdes de proteina total e as fémeas apresentaram maiores concentragoes de
albumina e y-globulina. Diferentemente, Almeida et al. (2018), relataram que o estresse salino
ndo foi suficiente para aumentar a proteina total de tilapia-do-nilo, possivelmente devido a idade
dos peixes.

Em estudos recentes com imunomoduladores, Selim; Reda (2015) (3g kg™! de ragdo),
Abu-Elala et al. (2018) (0,1% de inclusao na dieta) e El-Nobi et al. (2021) (simbidticos),
observaram aumento da concentragdo de proteina total envolvendo o uso de B-glucanos no
cultivo de tilapia-do-nilo, enquanto Tahmasebi-Kohyani et al. (2012), observaram aumento da
proteina total em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) com a inclusdo de 0,15% e 0,2% de
nucleotideos na dieta e estresse agudo induzido (30s fora d’dgua). Em contraste, Souza et al.
(2020), mencionam que a proteina total de tilapia-do-nilo ndo foi afetada por inclusdo de B-

glucanos na agua, assim como a do pargo (Pagrus major) sob estresse oxidativo provocado pela
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exposicdo a dgua doce (HOSSAIN et al., 2016) e neste estudo, a PTP diminuiu com a inclusao

de imunomoduladores, possivelmente uma resposta imune ao estresse.

2.5 CONCLUSOES

Conclui-se que a inclusdo de imunomodulador na dieta de tildpia-do-nilo proporcionou
resisténcia ao estresse fisico e agudo sofridos por esses animais. Além disso, foi capaz de
melhorar o nimero de leucocitos e linfocitos. Observou-se também um possivel sinergismo
entre imunomodulador e alto nivel de vitaminas nas respostas das imunoglobulinas. Ficou
evidente também, a resposta imune dos peixes ao estresse e que o alto nivel de vitamina nao

parece potencializar as respostas imunes.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Neste ensaio, os peixes que foram suplementados com dietas contendo inclusao de
imunomoduladores eram mais ageis ¢ menos agressivos que o grupo sem inclusdo. E vélido
ressaltar que talvez o fatorial usado neste ensaio (4 x 2), ndo tenha sido suficiente para avaliar
o possivel sinergismo entre os imunomoduladores e niveis de vitaminas. Recomenda-se,
portanto, testar diferentes concentragdes de imunomoduladores de forma isolada e também o
teste conjunto dos mesmos nas dietas de peixes. No entanto, ressaltamos que os resultados deste
estudo podem instigar pesquisas mais detalhadas futuramente, a respeito dos niveis minimos e
mais elevados e vitaminas, além da inser¢do de imunomoduladores nas dietas de peixes,
principalmente como medidas profilaticas ao estresse de manejo e também ao estresse térmico,

principalmente no inverno.
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