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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com
glucanos e mananos (Glucan-MOS®) em dietas para juvenis de pacu Piaractus
mesopotamicus, por meio do desempenho zootécnico, e Vvariaveis
hematoldgicas, fisiologicas e imunoldgicas. Este dissertacdo foi dividida em
dois capitulos. O capitulo 1 tratou da revisdo geral do tema em estudo. O
capitulo 2 correspondeu ao experimento que avaliou o desempenho, respostas
hematoldgicas, fisiolégicas e imunoldgicas de pacus alimentados com Glucan-
MOS® nas porcentagens de 0,0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8% e fornecidos aos animais
por 30 dias. Ao final do periodo de alimentacdo, os peixes foram submetidos a
estresse por perseguicao seguida de exposicao ao ar e desafio por Aeromonas
hydrophila. A suplementacdo de Glucan-MOS® a 0,1 % melhorou (p<0,05) o
ganho de peso, conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica em relacéo a
racdo controle. O grupo suplementado com 0,2% de Glucan-MOS® apresentou
maior atividade respiratoria de leucécitos e lisozimas (p<0,05) apos desafio
bacteriano, e tendéncia na reducdo do efeito do estresse relacionado a
diminuicdo dos niveis de cortisol e glicose, quando comparado com o
tratamento controle. Desse modo, a suplementacdo entre 0,1 a 0,2% de
Glucan-MOS® por 30 dias, melhora o desempenho animal, e a resisténcia de

pacus desafiados com Aeromonas hydrophila.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, estresse, Piaractus mesopotamicus,

sistema imune
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the dietary glucan and
mannan (Glucan-MOS®) to pacu Piaractus mesopotamicus juveniles on the
growth performance, hematology, physiological and immunological variables.
This dissertation was divided in two chapters. The chapter one was about the
general revision of the theme of this study. The chapter 2 corresponded to the
trial that evaluated the growth performance, haematological, physiological and
immunological responses of pacu fed diets with Glucan-MOS® at 0.0; 0.1; 0.2;
0.4 and 0.8%, during 30 days. At the end of feed trail, fish were submitted to
stress after chasing, and further to air exposition and Aeromonas hydrophila
challenge. Glucan-MOS® at 0.1% improved (p<0.05) the weight gain, feed
conversion ratio and protein efficiency ratio, compared to control diet. The group
supplemented with 0.2% of Glucan-MOS® showed the highest respiratory
activity of leucocytes and lysozyme (p<0.05) after bacterial challenge, and trend
to decrease the stress effect related to reduction in glucose and cortisol levels,
in comparison to control. Thus, the supplementation of 0.1 to 0.2% Glucan-
MOS® for 30 days improves the growth performance and resistance of pacu
challenged with Aeromonas hydrophila.

Keywords: Aeromonas hydrophila; stress; Piaractus mesopotamicus; immune

system



CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O crescimento da piscicultura no Brasil esta relacionado a
intensificacdo da producdo, que preconiza sistemas com altas densidades de
estocagem, fornecimento de altas quantidades de racdo e diferentes tipos de
manejos, que sao criticos para o aumento e/ou ocorréncia de doencas e
infecgdes nos peixes (CYRINO et al., 2010).

Como estratégia para minimizar as perdas por doencas bacterianas, 0s
antibioticos e guimioterapicos tém sido amplamente utilizados para controlar
agentes infecciosos, assim como promover maior crescimento, podendo ser
adicionado a racdo ou diretamente na agua (BELEM-COSTA & CYRINO,
2006).

Por outro lado, o uso abusivo e em doses subterapéuticas podem
provocar selecdo indesejada de bactérias resistentes, além de causar
desequilibrio bacteriano no intestino do animal (YOUSEFIAN; AMIRI, 2009).
Além disso, a utilizacdo inadequada desses produtos pode ocasionar acumulo
de residuos nos 6rgéos e tecidos de humanos e animais (MOTA et al., 2005).

Em funcé@o dos problemas relatados anteriormente, a Unido Européia
baniu o emprego de varios antibidticos quimioterapicos na alimentacao animal.
Além disso, existe o apelo dos consumidores conscientes pela qualidade
alimentar, preocupados em consumir produtos livres de terapéuticos sintéticos
e produtos quimicos (BOSCOLO et al, 2012). Dessa forma, os
imunoestimulantes tém recebido atencao especial na aquicultura, destacando a
utilizacdo de produtos naturais, como por exemplo, as leveduras e seus
derivados.

Os glucanos e mananos sao derivados da parede celular de levedura,
Saccharomyces cerevisiae (GANGULY et al., 2013), os quais tém sido
recentemente estudados em peixes e mostrado resultados efetivos em
diferentes espécies, como melhora na morfologia da mucosa intestinal e

conversédo alimentar (SCHWARZ et. al., 2011), aumento do crescimento,



ativacdo do sistema imunoldgico e aumento de resisténcia a infeccéo
bacteriana (TORRECILLAS et al., 2007).

A producéo inicial de peixes exige maior controle, com fornecimento de
dietas balanceadas e melhoria nas condi¢cées de saude dos peixes, e 0 uso de
imunoestimulantes € uma alternativa para melhorar o sistema imune destes
animais, reduzindo problemas com estresse e surgimento de doencas (RINGO
et al., 2010). Portanto, pesquisas nessa area precisam ser incentivadas,
principalmente com espécies nativas, que possuem grande potencial de
producédo e poucas informacdes cientificas sobre o uso destes aditivos.

Diante disto, é fundamental que se estabelecam dados sobre bases
fisiol6égicas, hematoldgicas e imunoldgicas dos peixes cultivados para melhor
compreensao das respostas que interferem no desempenho e saude do
animal, além de medidas para proporcionar bem estar ao animal e menor

impacto ambiental da atividade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ESPECIE ESTUDADA: PACU (Piaractus mesopotamicus)

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie de peixe nativa
neotropical de dgua doce que apresenta grande importancia econémica aos
ecossistemas brasileiros (YAMAGUCHI et al., 2008). Possui corpo ovalado e
robusto, dorso cinza escuro com escamas pequenas, ventre amarelado e
dentes molariformes (BRITSKI et al., 2007).

E uma espécie amplamente distribuida no territorio brasileiro, podendo
ser encontrada nas bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai, com maior
distribuicdo nas planicies alagadas da regido Centro-Oeste, no Pantanal do
Mato Grosso (MENEZES; GHAZZI, 2007). Apresenta habito alimentar onivoro
com tendéncia a herbivoro e em meio natural possui dieta versificada como
frutos, detritos organicos, crustaceos, moluscos e pequenos peixes, conforme
regido e época do ano (URBINATI; GONCALVES, 2005).

A criacdo de peixes nativos vem crescendo significativamente na
aquicultura nacional. Embora a tildpia seja a espécie dominante nos sistemas
de cultivo, algumas espécies nativas destacam-se, como € o0 caso dos peixes
redondos, pacu (P. mesopotamicus), pois possui potencial zootécnico que
favorece sua produgdo em sistemas intensivos, como tamanho reduzido da
cabeca, o que Ihe confere maior rendimento de carcaca e especialmente de
filé, e que apresenta aumento linear conforme aumenta a classe de peso dos
peixes (BASSO; FERREIRA, 2011). Além disso, apresentam rapido
crescimento e grande aceitacdo pelos consumidores em funcdo de sua
qualidade de carne (URBINATI; GONCALVES, 2010). Adaptam-se a
alimentacao artificial e apresentam precocidade e rusticidade (BITTENCOURT
et al., 2010; DIETERICH et al., 2013; SILVA-MACIEL et al., 2015).

Espécies nativas onivoras como o pacu (P. mesopotamicus), entre
outras, utilizam eficientemente o amido das dietas, possibilitando altas

inclusbes de carboidratos, sem prejudicar o desempenho e a saude



(LOCHMANN; CHEM, 2009). Este fato é de grande importancia, pois resultam
em maior sustentabilidade da piscicultura, devido & menor dependéncia de
alimentos de origem animal, como a farinha e o 0leo de peixes. Estudos
indicam que, entre as espécies nativas, 0 pacu apresenta alta capacidade de
utilizacdo de carboidratos na dieta, possivelmente devido a mecanismos
eficientes no transporte de glicose para as células em nivel de membrana. Em
comparacao com outras fontes de proteina vegetal, farelo de soja € o mais
comum em dietas para diferentes espécies aquicolas devido ao seu elevado
teor de proteinas e bom perfil de aminoacidos (EL-SAYED, 1999). A
recomendacdo para a inclusdo deste ingrediente em dietas para pacu é de
20% a 50% do total das racdes (ABIMORAD; CARNEIRO, 2007; SIGNOR et
al., 2010).

Em relacdo a representatividade em termos de producdo, o Brasil
registrou uma producao de 392,493 mil toneladas de peixes em 2013, e entre
as espécies nativas, 0 pacu, umas das principais espécies cultivadas foi
responsavel por 13,653 toneladas da producao total, no qual o maior produtor
foi o Estado do Mato Grosso com 5 mil toneladas, seguido pelo Mato Grosso
do Sul, Goias, Tocantins e S&o Paulo (IBGE, 2013).

2.2. ESTRESSE EM PEIXES

O estresse pode ser definido como uma condicdo em que o equilibrio
do organismo, ou homeostase € perturbado, resultante da acdo de estimulos
intrinsecos denominados estressores (WENDEELAR-BONGA, 1997).

Por serem animais pecilotérmicos e de vida aquatica, os peixes
enfrentam constantes desafios, que védo desde os aspectos fisico-quimicos da
agua, conflitos entre os animais dominantes dentro da populacdo, entre outros
(BARTON, 1988; WEDEMEYER, 1996), que, na aquicultura, sdo somados as
condi¢cbes impostas pela producdo, como, por exemplo, manejo, transporte e
altas densidades de estocagem, podendo levar ao aparecimento de doencas e
mortalidade dos animais.

Deste modo, para garantir a sobrevivéncia 0s peixes precisam

encontrar meios de lidar com estes desafios, para superar as situacdes



desfavoraveis. As mudancas fisiologicas, hematolégicas e imunoldgicas
desencadeadas quando o peixe reage a desafios sdo comumente referidos
como respostas ao estresse (WEDEMEYER et al., 1990).

As respostas ao estresse sdo divididas em trés categorias: primaria,
secundaria e terciaria (MAZEAUD et al., 1977, WEDEMEYER; MCLEAY,
1981). As hormonais séo as respostas primérias, mudangas nos parametros
fisiolégicos e bioquimicos sdo as secundarias e as terciarias sao 0
comprometimento do crescimento e aumento de doencas. Os indicadores mais
utilizados na avaliacdo do estresse e que normalmente ddo uma boa resposta
sdo o cortisol plasméticos (resposta primaria) e a glicose (resposta secundaria)
(ROBERTSON et al., 1987; BARTON, 2000).

Os parametros que constituem o eritrograma, em especial o niumero de
eritrécitos e a concentracdo de hemoglobina, respostas secundarias, refletem a
capacidade de transporte de oxigénio do sangue, evidenciando a exigéncia de
energia do animal em situacédo adversa (HOUSTON, 1997).

A elevacdo dos niveis de glicose plasméatica e cortisol indicam a
condicdo de estresse e a necessidade de energia para suportar a situacao
desfavoravel. Este aumento tem origem glicogenolitica proveniente da acéo
dos corticosteroides e catecolaminas, um indicador confiavel de estresse em
peixes (MOMMSEN et al., 1999). Elevadas concentracées de cortisol podem
causar gliconeogénese e glicogendlise no figado, que resulta em hiperglicemia
e ajuda a satisfazer este aumento de demanda de energia durante o estresse,
permitindo que o organismo reaja ao agente estressor (IWAMA, 1998).

Como os eritrocitos sdo constituintes da série vermelha sanguinea e
contém hemoglobina, cuja funcdo € o transporte de oxigénio e gas carbodnico
no organismo, qualquer deficiéncia em numero ou forma dos eritrocitos pode
comprometer a oxigenacdo nos tecidos (RANZANI-PAIVA et al., 2004). Porém
ao diminuir o numero de eritrécitos em conjunto com o aumento do seu volume
resulta em uma espécie de compensacdo para o transporte de oxigénio da
hemoglobina (TAVARES-DIAS, 2002).

O hematdcrito representa o percentual de glébulos vermelhos em
relacdo ao volume de sangue correspondente, e seu aumento pode ser
relacionado a condicbes estressantes, entre outros (BARTON, 2000;

BRANDAO et al., 2006). Esse parametro pode, em parte, revelar o nivel de



estresse a que 0s peixes estdo submetidos, embora possa variar na presenca
de diferentes agentes estressantes (MARTINS et al., 2002), tais como 0s

manejos de producéo, doencas, alteracdes ambientais e desafios.

2.3. IMUNOESTIMULANTES

Além do uso terapéutico contra infec¢cdes bacterianas, os antibiéticos
tém sido utilizados na producdo animal como promotor de crescimento com
intuito de melhorar o ganho de peso e a conversao alimentar (YOUSEFIAN;
AMIRI, 2009). Porém, seu uso indiscriminado e em doses subterapéuticas
provoca o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, sendo crescente a
restricdo da utilizacéo de antibiéticos em todo o mundo, principalmente, como
promotor de crescimento (LEVY; MARSHALL, 2004; SMITH; COAST, 2002).

Como alternativa aos antibiéticos e quimioterapicos, 0s
imunoestimulantes vém sendo estudados em dietas para peixes com
resultados efetivos (REKIEL et al., 2007). Os imunoestimulantes sdo capazes
de melhorar os mecanismos de defesa de um organismo e podem ser uma
substancia quimica ou uma acdo gque aumenta os mecanismos de defesa néo
especificos e especificos (BRICKNEL; DALMO, 2005).

Os imunoestimulantes podem ser classificados de acordo com sua
fonte, que podem ser de origem bacteriana, derivados de algas, aditivos
dietéticos, nutrientes, hormoénios, entre outros (SAKAI, 1999). Entre os
beneficios da utilizacdo destes compostos, destaca-se o potencial de melhoria
do mecanismo de defesa inata dos peixes antes e depois da exposicdo a um
agente patogénico, sendo efetivo contra infec¢cdes bacterianas, virais e de
parasitas, o que pode melhorar a saude, o bem-estar animal e proporcionar
melhor desempenho dos peixes produzidos (PAULSEN et al., 2001).

E crescente o interesse na aquicultura pelos imunoestimulantes, devido
ao continuo estresse em que 0S peixes estdo expostos nos sistemas de
producdo, sendo 0 seu uso interessante para reduzir danos relacionados ao
manejo, além de ser uma opc¢éo de medida profilatica (VOLPATTI et al., 1998),

gue podem beneficiar a aquicultura, principalmente nas fases iniciais de cultivo



(producado), quando os peixes estdo mais susceptiveis a doencas (PORTZ,
2006).

O desequilibrio dos organismos relacionado € um dos principais fatores
responsaveis pelo aparecimento de doencas e, consequentemente, por niveis
consideraveis de mortalidade na producdo aquicola (OBA et al., 2009). Para
melhor elucidar estas altera¢des, a hematologia é uma ferramenta importante
para que se consiga melhor entender os mecanismos de resposta e defesa do
organismo animal, buscando sua homeostase, bem estar e funcionamento,
pois nesta situacdo espera-se 0 aumento na taxa de oxigénio circulante, bem
como das células de defesa para o combate ao agente estressor, além de
outros parametros sanguineos (BILLER-TAKAHASHI; URBINATI, 2014).

Diversos imunoestimulantes possuem arquitetura molecular composta
por unidades de repeticdo de determinada porgao, tal como [B-glucanos em
glicose e (desoxi) riboses no DNA/RNA e certas lipoproteinas. Tais padrdes
sdo abundantes em comunidades microbianas de procariotos e pode ser
denominado como padrdes moleculares associados a agentes patogénicos
(PAMP), se eles iniciarem respostas inflamatérias (ADEREM; ULEVITCH,
2000).

Durante desagregacao/degradacdo microbiana, inimeros padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) podem ser liberadas, que
iniciam respostas inflamatérias apés a ligacdo do receptor, levando a ativacéo
intracelular de transdutores de sinal e fatores de transcricdo. A composi¢cao
exata dos sinais de perigo lancados seria decisivo para a transcricdo de genes
de saida, levando a sintese e liberacéo de citocinas pro-inflamatérias (DALMO;
BOGWALD, 2008).

Alguns estudos tém investigado a acdo de imunoestimulante sobre o
sistema imune inato de peixes brasileiros. O sistema inato (ndo especifico) é
representado pelo conjunto de respostas que compde o primeiro mecanismo de
defesa que protege o organismo contra infeccbes (BILLER-TAKAHASHI;
URBINATI, 2014; SECOMBES; WANG, 2012).

Os macrofagos, granulécitos e fagocitos, sdo as principais células do
sistema imune de peixes, capazes de fagocitar e destruir agentes infecciosos
(SAURABH; SAHOO, 2008).



As células sanguineas como 0s mondcitos, macrofagos, apresentam
importancia fundamental na defesa do organismo, pois participam em
praticamente todas as reacdes imunes contra doencas e estresse nos peixes
(SAKAI, 1991). Estas ceélulas séo reforcadas pelo uso de imunoestimulantes
em dietas para peixes, estimulando o sistema imune e a resisténcia do
organismo (LIM; WEBSTER, 2001).

De acordo com Anderson (1992), o uso de imunoestimulantes em
peixes nao inclui somente promover melhorias e eficientes respostas
imunoldgicas a agentes patogénicos, mas sim evitar os efeitos supressivos do
estresse.

Para obter melhores efeitos do uso de imunoestimulantes na imunidade
dos peixes é preciso levar em consideracdo como serd realizada sua
administracdo, a dosagem e o regime alimentar para cada espécie (SAKAI,
1999).

2.4. LEVEDURA (Saccharomyces cerevisae)

Os derivados de levedura e bactérias, dentre eles, lipopolissacarideos
como as glucanas, quitosanas, quitina presentes na parede celular de alguns
fungos e oligossacarideos sdo exemplos de substancias imunoestimulantes
gue vem sendo utilizadas na aquicultura (GU et al., 2011; SADO et al., 2014).

Como alternativa, a levedura Saccharomyces cerevisae tem recebido
especial atencao, pois sdo organismos unicelulares, amplamente encontrados
na natureza em cereais, frutas citricas e vegetais, além de ser uma espécie de
valor econdmico, devido ao fato de algumas cepas serem utilizadas em muitos
processos industriais na producédo de fermentados (HISANO et al., 2007). As
leveduras sdo capazes de atuar positivamente no sistema imunoldgico e na
absorcdo de nutrientes no intestino anterior, atuando como um substrato
seletivo para um determinado grupo de bactérias comensais benéficas (BAGNI
et al., 2000).

Quase 75% do peso seco da parede celular das leveduras é
representado pelos polissacarideos, integrados por um complexo de B-(1,3) e

B-(1,6)-D-glucano e quitina, mais componentes amorfos denominados



mananoproteinas. Enquanto os -D-glucanos e a quitina sao responsaveis pela
rigidez da parede celular e definem sua forma, as mananoproteinas e sua
porcdo de carboidrato a-D-manano sdo responsaveis pelo reconhecimento e
interacOes celulares, interacbes com o0 meio ambiente e determinam a
especificidade imunoldgica de leveduras. Os dois principais polissacarideos
constituintes da parede celular das leveduras, B-D-glucanos e a-D-manano tem
sido recentemente reconhecidos como capazes de promover modulacdo do
sistema imune de diversos organismos vivos, mediante interacfes especificas
com diferentes células imunocompetentes (RODRIGUEZ et al., 2003).

Sao definidos como prebidticos ingredientes nutricionais ndo digeriveis
que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando o crescimento ou
atividade de uma ou mais bactérias benéficas do célon, melhorando a saude do
seu hospedeiro (BUTOLO, 2002). Os componentes de B-glucano na levedura
sao capazes de induzir respostas imunes, pois, podem existir receptores de [3-
glucano em leucdcitos, que induzem a sinalizacdo de eventos intracelulares
capazes de ativar as respostas imunes, indicando que a levedura ndo é um
suplemento prebidtico, mas sim caracterizado como imunoestimulante para
peixes (LI; GATLIN, 2003; RINGO et al., 2010).

Os glucanos podem ser diferenciados de outros polissacarideos pela
maneira na qual as moléculas de glicose estdo ligadas. Geralmente, nos
polissacarideos, as moléculas de glicose estdo unidas por ligacdes 1,4,
enquanto que nos glucanos as ligagbes encontradas sao 1,3 e 1,6 e assim,
diferindo da conformacéao linear dos polissacarideos, os glucanos apresentam
estrutura especial, em forma de hélice e, é esta conformacdo exclusiva que &
reconhecida pelo sistema imune, resultando na sua estimulacdo (ROBERTSEN
et al., 1990).

2.5. USO DE MANANOLIGOSSACARIDEO (MOS) EM DIETAS PARA
PEIXES

Na aquicultura, poucos trabalhos foram desenvolvidos em relacdo a
utilizacdo de mananoligossacarideo (MOS) na dieta e seus efeitos no sistema

imunologicos e desempenho. Genc et al. (2007) ao suplementar tilapias com
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MOS nas proporcoes de 0, 1.5, 3.0, or 4.5 g MOS/kg por 75 dias, nao
verificaram efeito quanto ao desempenho zootécnico desses animais. Por outro
lado, Deniji et al. (2015) observaram que a suplementacdo com 1 g MOS/kg por
60 dias pode influenciar positivamente o desempenho, microbiota intestinal,
composigdo corporal e algumas variaveis sanguineas de juvenil de truta arco-
iris.

De Carvalho et al. (2011) concluiram que a utlizacdo de
mananoligossacarideos (MOS) por 70 dias em racBes comerciais para peixes
onivoros ndo afeta o desempenho zootécnico de alevinos de tilapia-do-nilo, no
entanto, induz alteragcbes morfométricas na mucosa intestinal desses animais.
Da mesma forma, Schwarz et al. (2010) ao trabalharem com
mananoligossacarideos por 53 dias em dietas para juvenis de tilapia-do-nilo
nas proporcdes de 0, 1, 2 e 3%, ndo observaram efeito (P>0,05) dos niveis de
inclusdo de MOS sobre o ganho de peso, consumo alimentar, indice
hepatossomatico e rendimento de carcaca.

Os resultados obtidos por Dimitroglou et al. (2010) também
demonstraram que o peso médio final, taxa de crescimento especifico,
conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica permaneceram inalterados
pela suplementacdo de MOS (0%, 0,2% e 0,4%) por 9 semanas para dourada
(Sparus aurata).

Salze et al. (2008) observaram que larvas de bijupira, Rachycentron
canadum, alimentadas com dietas suplementadas com 0,2% de MOS
apresentaram vilos intestinais mais desenvolvidos (2,04 um) quando
comparados as que nao receberam racao suplementada (1,18 um).

O nivel de 0,34% de mananoligossacarideos (MOS) por 30 dias pode
ser incluido em dietas para larvas de tilapias-do-nilo durante o periodo de
masculinizacdo para melhorar a morfologia da mucosa intestinal, promovendo
aumento do comprimento do intestino, da altura das vilosidades e da densidade
de vilos intestinais, proporcionando melhora na conversdo alimentar dessa
espécie (SCHWARZ et al., 2011).

Para o robalo europeu, Dicentrarchus labrax, a incorporacédo de MOS a
0,4% por 67 dias aumenta o crescimento, ativa 0 sistema imunitario e aumenta
sua resisténcia a infeccdo bacteriana, onde, apos desafio bacteriano por Vibrio

alginolyticus, inoculados diretamente no intestino, um dos principais locais de
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infeccdo em peixes, os autores observaram que apos 48 horas 0s peixes do
tratamento controle apresentaram o dobro de infeccdo quando comparados aos
demais tratamentos com inclusdo de MOS na dieta (TORRECILLAS et al.,
2007).

A suplementacg&o por dois meses com dieta contendo 4 e 6 g MOS/kg
para robalo europeu tem efeito positivo em varios mecanismos relacionados
com a eficiéncia da barreira protetora da mucosa no intestino e os resultados
revelaram reducéo no deslocamento bacteriano no intestino dos peixes, maior
produgdo de muco e aumento na atividade de lisozima, indicando o
fortalecimento da mucosa na superficie do intestino, como defesa contra
microorganismos patogénicos (TORRECILLAS et al., 2011).

Sado et al. (2014) ao suplementar juvenis de pacu com niveis
crescentes (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 e 2,0 %) de inclusdao de
mananoligossacarideos (MOS, ActiveMOS®) por 60 dias ndo encontraram
efeitos prebidticos e capacidade de minimizar os efeitos do estresse sobre as
variaveis hematoldgicas. Os mesmos autores também observaram que a
suplementacdo néo afetou o crescimento e a morfologia intestinal dos peixes.

Os estudos sobre a dose de administracdo e modo de acdo do MOS
ainda ndo sdo suficientemente esclarecedores, sendo observados resultados
contraditorios. Contudo, é fundamental que se estabelecam dados sobre bases
fisiologicas, hematoldgicas e imunolégicas de espécies nativas como 0 pacu
Piaractus mesopotamicus, suplementadas com prebibticos, para melhor
compreensao dos processos que governam seu desempenho produtivo,
buscando a melhoria das praticas de manejo alimentar e aumento do

rendimento da atividade produtora.

2.6. USO DE B-GLUCANOS EM DIETAS PARA PEIXES

B-Glucanos sédo grupos de polissacarideos de varios monémeros D-
glicose agrupados pelas ligagdes B-glicosidicas, com solubilidade, viscosidade,
massa molar e configuracdo tridimensional variavel, onde suas formas mais

ativas constituem mondémeros D-glicose com ligacdo (1,3) e ligagbes com



12

cadeia lateral D-glicose na posi¢édo (1,6), que séo suas formas insolluveis com
maior atividade biologica (OOI; LIU, 2000; PARK et al., 2003).

Estudos tém comprovado a efetiva capacidade imunoestimulante dos
glucanos na imunidade e resisténcia a doencas em peixes. Ortufio et al. (2003)
observaram que a administragéo oral de glucano na dieta aumentou a resposta
imune inata da dourada, Sparus aurata. O glucano tem acao protetora efetiva
contra bactérias patogénicas como Aeromonas hidrophila (KWAK et al., 2003)
e pode aumentar a taxa de crescimento especifico (WANG et al., 2011).

Nos peixes, o [-glucano pode favorecer a estimulacdo dos
mecanismos de defesa ndo especificos, pois, podem existir receptores de -
glucano em leucdcitos, que induz a sinalizacdo intracelular capazes de ativar
as respostas imunes (RINGO et al., 2010), promovendo a acdo da atividade
fagocitaria dos macrofagos e aumentando sua capacidade de defesa contra
patébgenos, além de incrementar a producdo de proteinas liticas, como a
lisozima, e de proteinas do sistema complemento (PAULSEN et al., 2001;
GOPALAKANNAN; ARUL, 2010).

Resultados contraditorios também sdo observados na utilizacdo dos
B-glucanos em dietas para os organismos aquaticos. Chagas et al. (2013)
observaram que a suplementacdo com B-glucano (0, 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8%) por
60 dias para tambaquis nao influenciou o desempenho produtivo. Whittington et
al. (2005) suplementaram tildpias-do-nilo com 0, 50, 100 e 200 mg de
B-glucano por 14 semanas e nado observaram influéncias sobre o desempenho
e sistema imune dos peixes apos o periodo de administracdo do
imunoestimulante.

Por outro lado, Gopalakannan e Arul (2010) ao suplementarem
Cyprinus carpio com 1% de B-glucano por 60 dias observaram melhoria no
sistema imune dos peixes apés desafio bacteriano por A. hydrophila nos 30 e
60 dias de suplementagéo, além de aumentar a sobrevivéncia até 75 a 80 %
para os animais que receberam suplementacdo em comparacao ao controle.

Robalos foram alimentados com uma dieta complementar contendo 2%
de B-1,3 / B-1,6-glucano por um periodo de 2 semanas a cada 3 meses, e a
atividade da via complemento apresentou valores elevados em peixes que
receberam o imunoestimulante em comparacdo ao grupo controle (BAGNI et
al., 2000).
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Em outro ensaio, a via alternativa de ativacao do sistema complemento
e a atividade de lisozima foram significantemente melhoradas apos
suplementacao por 15 dias para robalos alimentados com 0,1 % de B-glucano
na racao (BAGNI et al., 2005).

Sealey et al. (2008) ao substituirem a farinha de trigo por farinha de
cevada na dieta de truta arco-iris em quantidades julgadas como baixas (38 g /
kg), meédios (52 g / kg) e altas (82 g / kg) B-glucano de cevada,
respectivamente, para a porcao de trigo (321 g / kg) da dieta; observou que ndo
altera o ganho de peso, no entanto, apos desafiar os animais com virus
causador de necrose hematopiética, o produto aumenta a resisténcia a
patdgenos virais.

Carpas comuns (Cyprinus carpio) foram alimentadas por um periodo de
60 dias com racgbes suplementadas, sendo incorporadas B(1,3)-glucano e
células interas da levedura (Sacharomyces cerevisiae). Os resultados deste
estudo demonstrou que, em geral peixes alimentados com dieta p-glucano e
levedura de cerveja melhorar a resisténcia e sobrevivéncia de C. carpio contra
A. hydrophila em comparacdo com o0s peixes do grupo controle
(GOPALAKANNAN; ARUL, 2010).

Os efeitos benéficos do B-glucano sao relatados em diferentes
espécies de peixes, contudo, sdo escassas as pesquisas que avaliam o
potencial desses suplementos a base de glucanos em peixes nativos

brasileiros.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementagdo com glucanos e mananos (Glucan-
MOS®) em dietas para juvenis de pacu Piaractus mesopotamicus, sobre o

desempenho, indices hematoldgicos, fisioldgicos e imunoldgicos.

3.2. Objetivos especificos

Analisar o efeito da suplementacdo com glucanos e mananos em
dietas para juvenis de pacu sobre o desempenho zootécnico;

Caracterizar os efeitos fisiologicos de animais alimentados com dietas
contendo glucanos e mananos por meio de indicadores sanguineos, glicose e
cortisol plasmético;

Investigar os efeitos imunolégicos de animais alimentados com dietas
contendo glucanos e mananos por meio dos indicadores do sistema imune
inato (atividade respiratoria dos leucdcitos e lisozima);

Examinar os efeitos hematoldgicos de animais alimentados com dietas
contendo glucanos e mananos por meio da hematologia (hematdcrito,
hemoglobina, numero de eritrocitos, contagem diferencial de leucécitos,
contagem total de trombdcitos e leucocitos);

Avaliar a resisténcia de pacus suplementados com glucanos e
mananos apos estresse por captura e posterior desafio bacteriano, por meio de

indicadores sanguineos.
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CAPITULO 2 - DESEMPENHO, RESPOSTAS HEMATOLOGICAS,
FISIOLOGICAS E IMUNOLOGICAS DE PACUS ALIMENTADOS COM
Glucan-MOS® SUBMETIDOS A ESTRESSE E DESAFIO POR Aeromonas
hydrophila

Resumo

Os imunoestimulantes tém sido avaliados em dietas para peixes, como
alternativa para a substituicdo de antibioticos e quimioterpicos e tém
apresentado resultados efetivos sobre o crescimento e mecanismos de defesa
de peixes. O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a inclusédo
de Glucan-MOS®, derivado da parede celular de levedura (Saccharomyces
cerevisiae) em dietas para juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) sobre o
desempenho e os indices hematologicos, fisiolégicos e imunolégicos. Foram
utilizados 390 juvenis de pacu (63,88+3,72g), distribuidos aleatoriamente em
30 unidades experimentais com volume util de 80L, em sistema de fluxo
continuo de agua, temperatura controlada por termostato e aeracdo
suplementar. As racdes foram formuladas para serem isoproteicas e
isoenergéticas com 26,0% PD e 3.200 kcal ED kg*. O glucano e manano
(Glucan-MOS®) foram adicionados & racdo experimental nas porcentagens de
0,0; 0,1; 0,2; 04 e 0,8% e fornecidos aos animais por 30 dias. A
suplementacdo de Glucan-MOS® a 0,1 % melhorou (p<0,05) o ganho de peso,
conversdo alimentar e taxa de eficiéncia proteica em relacéo a racdo controle.
O grupo suplementado com 0,2% de Glucan-MOS® apresentou maior atividade
respiratéria de leucdcitos e lisozimas (p<0,05) apés desafio bacteriano, e
tendéncia na reducao do efeito do estresse relacionado a diminuicdo dos niveis
de cortisol e glicose, quando comparado com o tratamento controle. Desse
modo, a suplementacdo entre 0,1 a 0,2% de Glucan-MOS® por 30 dias,
melhora o desempenho animal, e a resisténcia de pacus desafiados com

Aeromonas hydrophila.

Palavras chave: imunoestimulante, desempenho, sistema imune, estresse.
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Abstract

The immunostimulants have been evaluated in fish diets, as alternative to
replace antibiotics and chemotherapeutics with effective results on growth and
fish defense mechanisms. The present study aimed to evaluate the inclusion of
Glucan-MOS®, derived from yeast (Saccharomyces cerevisiae) cell wall, in
pacu (Piaractus mesopotamicus) juveniles diets on the growth performance,
and haematological, physiological and immunological indexes. Fish (n=390;
63.88+3.72g) were randomly distributed in 30 experimental units (80L), in a
continuous water flow system, with controlled temperature and supplementary
aeration. The diets were formulated to be isoprotein and isoenergetic with
26.0% PD and 3,200 kcal ED kg™*.The glucan and mannan (Glucan-MOS®)
were added in the experimental diets 0,0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8% and fed to
animals for 30 days. The supplementation of 0.1% Glucan-MOS® improved
(p<0.05) weight gain, feed conversion and protein efficiency ratio, in
comparison to control treatment. The group supplemented with 0.2% Glucan-
MOS® had higher leukocytes respiratory burst and lysozyme activity (p<0.05)
after the bacterial challenge, and showed a trend to reduction of stress effect
related to decrease in cortisol and glucose levels, when compared to the
control. Thus, the supplementation of 0.1 to 0.2% Glucan-MOS® for 30 days
improves growth performance and resistance of pacu challenged with

Aeromonas hydrophila.

Keywords: immunostimulants; performance; immune system; stress.
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Introducéo

O pacu Piaractus mesopotamicus € uma das principais espécies de
peixes nativos produzidos no Brasil (IBGE, 2013). Esta espécie possui
caracteristicas zootécnicas favordveis a producdo, pois aceita bem a
alimentacao artificial, possui rusticidade, bom crescimento, apreciado pelos
consumidores e qualidade de carne (ABIMORAD et al., 2007).

Na producdo intensiva, as altas densidades de estocagem, o
fornecimento de grandes quantidades de racdo e manejos rotineiros sao
problemas que conduzem as situacdes de estresse aos peixes, e que podem
desencadear algumas enfermidades, que em muitos casos, provocam
mortalidade dos peixes (SHRIMPTON et al., 2001).

Uma das alternativas para minimizar os problemas relacionados ao
manejo intensivo e estresse é o uso de imunoestimulantes, tais como 0s
derivados da parede celular de levedura (Saccharomyces cerevisiae). A parede
celular de levedura é basicamente composta por glucanos e mananos, onde, a
quantidade e proporcdo de fragcBes de polissacarideos na parede celular
correspondem aos mananos 25,1% e aos glucanos 42,9% (CHAUD;
SGARBIERI, 2006). Estes polissacarideos séo utilizados como promotores de
crescimento e auxiliam na manutencdo do equilibrio da microbiota intestinal,
podendo também mitigar os efeitos do estresse, que pode ocasionar doencas
em peixes (PATEL; GOYAL, 2012).

Estudos demonstram que o0s mananoligossacarideos, quando
adicionados a dieta, reduzem a colonizacdo de bactérias patogénicas no
organismo do animal (KIRON, 2012). Por outro lado, os glucanos atuam no
aumento da atividade de macréfagos, na fagocitose por mondcitos e
neutrofilos, linfécitos e na producdo de imunoglobulinas e lisozimas (RAA,
1996; SAKAI, 1999).

De acordo com Volpatti et al. (1998), os imunoestimulantes para peixes
melhoram as respostas contra os agentes infecciosos, por meio da producao
de células mediadoras de resposta imune (SIWICKI et al., 1993, VERLHAC et
al., 1996). No entanto, os resultados das investigacoes sobre o uso destes

aditivos em peixes séo limitados e contraditérios (LI; GAITLIN, 2004).
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O uso de imunoestimulantes pode reduzir as perdas causadas por
doenca na aquicultura, entretanto, para seu uso eficaz na producgéo aquicola, o
tempo, dosagens, método de administracdo e a condicéo fisiologica para cada
espécie de peixe devem ser conhecidos (SAKAI, 1999).

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito
da suplementacdo de mananos e glucanos (Glucan-MOS®) na dieta de juvenis
de pacu, sobre o desempenho zootécnico, além de caracterizar os efeitos
fisiolégicos, imunolégicos, hematolégicos e a sua resisténcia ao estresse por

captura e posterior desafio bacteriano.
Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Sanidade de Peixes no
setor de piscicultura da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul na
Unidade Universitaria de Aquidauana-MS. Os procedimentos experimentais do
projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica do Uso de Animais — CEUA
(UEMS), protocolo n® 014/2013.

Ingredientes e dietas experimentais

As ragbes foram formuladas com base na proteina de origem vegetal,
obtida do farelo de soja e trigo, sendo isoproteicas e isoenergéticas com 26%
PD e 3.200 kcal ED kg™ (Tabela 1), segundo recomendacées de Abimorad et
al. (2004).

O Glucan-MOS® foi adicionado & racéo experimental nas porcentagens
de 0,0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8. Segundo informac¢des do fabricante, este aditivo €
composto por parede celular de levedura (Saccharomyces cerevisiae),
contendo 12 % de mananos, 42 % de glucomananos, 30 % B-glucanos totais e
21,5 % de B-glucanos (1,3 e 1,6). O método utilizado para andlise da
composi¢cdo do produto teve por principio a hidrolise-TFE (72,5 % de acido
trifluoroacético), que neutraliza e determina a glicose e manose, descrito por
método enzimatico “Megazyme”, sendo os valores corrigidos a partir da perda

de hidrdlise para obter os polissacarideos.
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Na confecgéo das racgdes, os ingredientes foram moidos em moinho de
faca com peneira de 0,5 mm, processadas na forma de granulos com 2,5 mm e
peletizadas em uma maquina de moer carne. As mesmas foram secas em
estufa com ventilacdo forcada a 55°C por 24 horas e posteriormente

armazenadas em refrigeracdo com temperatura média de -6°C.

Protocolo experimental

Para o ensaio experimental foram utilizados 390 juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus) com peso de 63,88+3,72g, distribuidos
aleatoriamente em 30 caixas d’agua de polietileno com volume util de 80L, em
sistema de fluxo continuo de &gua, temperatura controlada por termostato
(resisténcias 100 W/aquério) e aeracao continua.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos 0.0, 0.1, 0.2, 0.4 e 0.8% de inclusédo do Glucan-MOS® na racéo e
seis repeticdes contendo 13 peixes por unidade experimental. Os peixes foram
alimentados até aparente saciedade nos horarios de 08:00, 12:00 e 16h30min,
durante 30 dias. Ao final do periodo experimental, foi realizada a avaliagdo de
desempenho zootécnico por meio das seguintes variaveis: GP - ganho de peso
médio diério (g), CD - consumo diario de racéo (g), CAA - conversao alimentar
aparente, TCE - taxa de crescimento especifico (g), TEP - taxa de eficiéncia
proteica.

Durante o periodo experimental a qualidade da agua foi monitorada
diariamente no periodo da manha, sendo mensurados o pH (6,30 + 0,04 ) com
auxilio de phmetro (Hanna-HI98127, Woonsocket, Rl, Estados Unidos), o
oxigénio dissolvido (7,13 £ 0,89mg L-1) e a temperatura (25,34 = 0,91 °C) com
auxilio de oximetro (Hanna-HI9146, Woonsocket, RI, Estados Unidos).
Semanalmente, amostras de agua foram coletadas para posterior analise de
aménia total (0,02 + 0,01 mg L™ em kit comercial (Labcon Test, Cambori, SC,
Brasil). Os parametros de qualidade de agua analisados, apresentaram valores
considerado adequados para a espécie (URBINATI; GONCALVES, 2005).

Apbs o periodo experimental os peixes foram submetidos & inducéo
anestésica com eugenol 100 mg L™ para realizacdo da pesagem e colheita de

sangue. Inicialmente, para caracterizar o momento zero, dois peixes por
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repeticdo foram utilizados para colheita sanguinea com o objetivo de designar
sua condi¢cdo antes do estresse e desafio bacteriano. Todos os peixes que ja
passaram por colheita sanguinea ndo voltaram para as unidades experimentais
para todos os tempos seguintes de coleta. Posteriormente, com o objetivo de
fragilizar os animais para posterior desafio bacteriano, onde, todos os peixes de
cada unidade experimenal sofreram estresse por perseguicdo seguida de
captura e exposicdo ao ar por 5 minutos e trinta minutos apos este estresse
dois peixes por repeticdo foram amostrados para colheita sanguinea.

Logo apds a colheita de 30 minutos do estresse, 0s peixes que
restaram nas caixas foram desafiados com inoculacdo da bactéria Aeromonas
hydrophila. A bactéria foi cultivada em meio de cultura Brain Heart Infusion
(BHI) na temperatura de 27°C por 48 horas. As colbnias bacterianas foram
diluidas em solucédo tampao fosfato (PBS) até se obter a concentragdo com
densidade ¢ptica de 0,8 nm. Com auxilio de seringas, 1 ml desta solucao foi
inoculada na base da nadadeira ventral direita de cada um dos peixes.

Consecutivamente mais dois peixes por repeticdo foram amostrados
para colheita sanguinea nos momentos 3 horas, 6 horas e 24 horas apés a
inoculacdo da bactéria. Em todos os tempos de colheitas sanguineas para
estresse e posterior desafio bacteriano cada unidade experimental foram
cuidadosamente cronometradas.

Ao fim, os peixes desafiados com bactéria foram observados durante
15 dias, onde, neste periodo os animais de todos os tratamentos foram

alimentados com a ragao controle, sem suplementacéo.

Indicadores hematoldgicos, fisiolégicos e imunoldgicos

Para as andlises hematologicas foram realizadas colheitas sanguineas
nos peixes por punc¢do do vaso caudal, com auxilio de seringas e agulhas
banhadas em EDTA a 3%.

De posse das amostras de sangue foram determinados o percentual de
hematdcrito pelo método de microhematécrito de Goldenfarb et al. (1971),
hemoglobina pelo método de cianometahemoglobina de Collier (1944) e

contagem de eritrocitos em camara de Neubauer, apos a diluicdo do sangue
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em solucdo de formol citrato (1:200). Posteriormente foi calculada a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Foram confeccionadas extensdes sanguineas em duplicata de cada
animal, secas ao ar e coradas pancromicamente com May Grunwald-Giemsa-
Wright para a contagem diferencial de leucdcitos, contagem total de
trombadcitos e leucdcitos.

Para analise fisiologica foi quantificado glicose no plasma pelo método do
ponto final utilizando-se kit comercial colorimétrico, para tanto o plasma
utilizado foi obtido a partir do sangue aliquotado em microtubo de polietileno
contendo antiglicolitico Glistab. O cortisol plasmatico foi determinado pelo Kit
DBC meétodo de Elisa.

Uma aliquota de sangue heparinizado foi utilizada para a determinacéo da
atividade respiratoria dos leucécitos (burst respiratdrio), que seguiu o protocolo
de Biller (2008). Este método consiste em determinar as espécies reativas de
oxigénio (EROs) produzidas pelo burst respiratorio por meio de ensaio
colorimétrico baseado na reducdo do corante nitrobluetetrazolium (NBT), que
d& origem a precipitados de material insolivel com coloracdo azul escuro no
interior do fagocito, denominados granulos de formazan. Para determinar a
quantidade do precipitado, 100 pL (0,1 ml) de sangue heparinizado foi
adicionado a 100 uL de nitrobluetetrazolium (NBT) (0,1 ml), esta mistura foi
homogeneizada e incubada por 30 min a 25°C. Apés o periodo de incubacao,
50 pL da mistura foi diluida em 1000 L (1 ml) de N, N-dimetilformamida (DMF)
e centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos. A densidade Optica da solucéo
foi determinada por espectrofotometria em comprimento de onda em 540 nm.

A determinacdo da concentracdo e atividade de lisozima foi medida por
meio da reducdo da densidade Optica verificada durante a lise da parede
celular da bactéria Micrococcus lysodeikticus e baseia-se no método classico
de lisar uma suspensdo da bactéria (SMOLELIS; HARTSELL, 1949). A
determinacao da concentracéo e atividade da lisozima foi realizada com soro
de peixes de todo os tratamentos mantidos a 70°C negativos. A analise foi
realizada por ensaio turbidimético, segundo Ellis (1990) e adaptada por
Marzocchimac-Machado et al. (1999) e Abreu (2009).
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Anélise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados experimentais, foi aplicado o
teste de normalidade e as médias foram submetidas analise de variancia
(ANOVA), e quando significativas foi aplicado o teste de Tukey a 5% de
significancia. As andlises foram realizadas no programa estatistico SAS (SAS,
2001.

Resultados

Os juvenis de pacus alimentados com as racfes suplementadas com
0,1% Glucan-MOS® apresentaram (P<0,05) maior ganho de peso, quando
comparado aos tratamentos 0,0%; 0,2% e 0,8% de inclusdo com Glucan-
MOS®. Enquanto que o tratamento com 0,4% de inclusdo néo diferiu dos
demais tratamentos (Tabela 2).

O consumo diario de racdo ndo apresentou diferenca (P>0,05) entre os
tratamentos. Por outro lado, para conversao alimentar aparente o tratamento
contendo 0,1% de Glucan-MOS® diferiu do controle (sem suplementac&o),
porém, estes nao apresentaram diferenca (p>0,05) dos demais (Tabela 2).

Para taxa de crescimento especifico ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos. Por outro lado, para a taxa de eficiéncia proteica, o
tratamento com 0,1% de Glucan-MOS® diferiu do controle (sem
suplementacdo), porém, estes ndo apresentaram diferenca (p>0,05) dos
demais tratamentos (Tabela 2).

Para a variavel hematdcrito (Tabela 3) ndo houve diferenca entre os
tratamentos (p>0,05) para todos os tempos de coleta. O nimero de eritrocitos
também néo diferiu entre os tratamentos para todos os tempos de coleta, no
entanto, pode-se observar maiores valores nos tempos de 3, 6 e 24 horas apos
0 estresse e desafio bacteriano nos tratamentos com a ragédo suplementada,
guando comparado ao controle (Tabela 3).

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) nao diferiu
(p>0,05) entre os tratamentos nos tempos zero, 30 minutos apos estresse e
nos tempos de 3 e 6 horas apds estresse e desafio bacteriano. Apenas no

tempo de 24 horas apés o estresse e desafio bacteriano os tratamentos com
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maior concentracdo de Glucan-MOS® (0,4 e 0,8 %) na racdo apresentaram
valores significativamente menores que o tratamento com 0,2% de inclusédo e
estes, ndo diferiram dos demais tratamentos (Tabela 3).

A concentracdo de hemoglobina apresentou diferenca (p<0,05) no
momento 30 minutos, ap0s 0 estresse por perseguicdo seguida de exposicdo
ao ar. Os animais que receberam 0,2% apresentaram maiores valores, que
diferiu dos tratamentos com 0,4 e 0,8% e estes ndo diferiram dos demais
tratamentos (Tabela 3). Para os demais tempos de coleta os niveis de inclusédo
com Glucan-MOS® néo apresentaram diferenca significativa.

No presente estudo, observou-se que apds o estresse e desafio com a
A. hydrophila, houve aumento no nimero de neutrofilos e mondcitos no sangue
(Tabela 5). O aumento de neutréfilos para o tratamento com 0,2 % de Glucan-
MOS® foi diferente (p<0,05) do grupo controle (sem suplementacdo), no
entanto, ndo diferiu dos demais tratamentos com inclusdo do suplemento. No
tempo de 24 horas apds o estresse e desafio bacteriano os tratamentos com
inclusdo de 0,4% e 0,8% de Glucan-MOS® apresentaram aumento significativo
de neutrofilos em relagdo ao grupo controle, ndo diferindo dos demais
tratamentos.

Para o numero de mondcitos, os peixes que receberam 0,2% de
Glucan-MOS® apresentaram aumento significativo em ralagdo ao grupo
controle, mas nao diferiu do grupo que recebeu 0,8% de Glucan-MOS®, que
nao diferiu dos demais tratamentos no tempo 24 horas apos estresse e desafio
bacteriano. O numero de linfocitos nos tratamentos que receberam a inclusao
do Glucan-MOS® (0,1%, 0,2%, 0,4% e 0,8%) na racdo apresentaram reducao
significativa nos tempos 30 minutos apos estresse, 3 horas e 6 horas apos
estresse e desafio bacteriano em relacdo ao grupo que nao recebeu
suplementacdo. JA no tempo 24 horas apds estresse e desafio, o grupo
controle diferiu significativamente dos animais que receberam 0,1% de Glucan-
MOS® e estes diferiram dos tratamentos com inclusdo de 0,2%, 0,4% e 0,8%
do imunoestimulante, respectivamente.

Na contagem total de células (Tabela 4), foi observado aumento
significativo dos leucdcitos totais nos tratamentos que receberam 0,4% e 0,8%
Glucan-MOS® na dieta nos tempos zero hora (antes de iniciar os estimulos de

estresse), 3 horas apOs estresse e 6 horas apds estresse e desafio
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bacterianos. Para trombdcitos, os peixes que receberam 0,4% e 0,8% de
Glucan-MOS® apresentaram um aumento significativo destas células em
relacdo aos demais tratamentos nos tempos 3 horas apos estresse e 6 horas
apos estresse e desafio com a bactéria A. hydrophila.

Os valores de glicemia foram diferentes entre os tratamentos (p<0,05)
em todos os tempos de coleta. O grupo controle (sem suplementacao)
apresentou aumento da concentracado de glicose no plasma no momento zero,
apos o estimulo de estresse e apos o desafio bacteriano em todos os tempos
de coleta comparado aos tratamentos que receberam ragdo suplementada
(Figura 1).

Os valores de cortisol para o grupo controle foi significativamente maior
que os tratamentos que receberam suplementagdo no momento zero, apos o
estimulo de estresse e ap0s o desafio bacteriano nos tempos 3 e 6 horas
(Figura 2).

A atividade respiratoria de leucocitos ndo apresentou valores
significativamente diferentes entres os tratamentos no momento zero de coleta.
Ja para os tempos 30 minutos ap0s 0 estresse por persegui¢cdo seguido por
exposicdo ao ar e nos tempos 3, 6 e 24 horas ap0s o desafio bacteriano o
tratamento com 0,2% de Glucan-MOS® na dieta apresentou maior atividade de
leucdcitos e significativamente diferente (p<0,05) do tratamento controle
(Figura 3).

A concentracdo de lisozima sérica apresentou valores
significativamente diferentes (p<0,05) nos tempos 3 e 6 horas apés desafio
bacteriano, sendo o grupo controle apresentando valores reduzidos em
comparacao aos tratamentos que receberam Glucan-MOS® na dieta (Figura 4).

A mortalidade observada apds o desafio bacteriano foi de 30,77% de
peixes mortos para o grupo controle; 7,69% para o tratamento com 0,2% de
Glucan-MOS® e 7,69% para o tratamento com 0,8 de Glucan-MOS® na dieta.

Para os demais tratamentos ndo foram observadas mortalidade.
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Discussao

No presente estudo, a suplementacdo de Glucan-MOS® a 0,1% na
dieta de pacus proporcionou melhoras significativas para o ganho de peso e
taxa de eficiéncia proteica. Estes resultados corroboram com os resultado
obtidos para Apostichopus japonicus (BAI et al., 2013); tilapia-do-nilo
Oreochromis niloticus (HISANO et al., 2007; WELKER et al., 2012; SELIM;
REDA, 2014), que avaliaram a combinacdo de [-glucanos e MOS, e
observaram melhora significativa para o desempenho e eficiéncia na utilizacéo
do alimento.

Por outro lado, a suplementacdo de p-glucano ou MOS,
separadamente, ndo proporcionou efeito positivo no crescimento e ndo exerceu
influéncia sobre os parametros de desempenho produtivo para tambaqui
Colossoma macropomum (CHAGAS et al, 2013), pacu Piaractus
mesopotamicus (SADO et al. 2008) e tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus
(WHITTINGTON et al., 2005; SHELBY et al., 2009; SADO et al., 2014).

De acordo com Reza et al. (2009), a variagdo dos resultados de
desempenho entre os distintos estudos com glucanos e mananos podem estar
relacionados com as diferencas na estrutura quimica do imunoestimulante, o
processo para a obtencédo do produto, origem, nivel de inclusédo na racéo, além
da idade dos peixes, espécie e condi¢do experimental. Por outro lado, Sado et
al. (2008) ressaltam que a acao dos polissacarideos produzidos a partir de
parede celular de levedura, varia de acordo com a complexidade estrutural e
diferencas nos procedimentos de fermentacao e tratamento do produto, o que
pode causar diferencas nos resultados de desempenho.

Em relacdo ao desempenho produtivo, 0S mananos atuam
indiretamente e podem melhorar o crescimento por meio da modulacdo da
microbiota intestinal, aumentando a integridade das vilosidades e resisténcia as
bactérias patogénicas, com o consequente aumento da eficiéncia da digestao e
absorcdo (FERNANDEZ et al., 2002; ANDREWS et al. 2009; DIMITROGLOU et
al., 2009). Ja a suplementacdo com glucanos pode beneficiar o desempenho
de peixes por meio da melhora no coeficiente de digestibilidade das racdes, o
gue proporciona melhoras no ganho de peso e converséo alimentar (BURR et
al., 2008).
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Na aquicultura, os peixes sao afetados por uma série de agentes
estressantes, como captura para biometrias, confinamento, manuseio e
transporte. Para se estabelecer praticas de manejo adequadas, a quantificacédo
do estresse no qual o peixe € submetido durante a producdo é fundamental
(WEDEMEYER, 1997). O estresse foi determinado por Selye (1950) como a
soma de todas as respostas fisiologicas ativadas pelo animal para manter ou
restabelecer a homeostase, quando confrontados com situacdes adversas.

As respostas ao estresse sdo divididas em trés categorias: primaria,
secundaria e terciaria (MAZEAUD et al., 1977, WEDEMEYER; MCLEAY,
1981). As hormonais sdo as respostas primarias, mudancas nos parametros
fisiolégicos e bioquimicos sdo as secundarias e as terciarias sao o
comprometimento do crescimento e aumento de doencas. Os indicadores mais
utilizados na avaliacdo do estresse sdo o cortisol plasmaticos (resposta
priméria) e a glicose (resposta secundaria) (ROBERTSON et al.,, 1987;
BARTON, 2000).

Os parametros que constituem o eritrograma, em especial o niumero de
eritrécitos e a concentracdo de hemoglobina, respostas secundarias, refletem a
capacidade de transporte de oxigénio do sangue, evidenciando a exigéncia de
energia do animal em situacédo adversa (HOUSTON, 1997).

Como observado no presente estudo, estes parametros juntamente
com a elevacédo dos niveis de glicose plasmatica e cortisol indicam a condicdo
de estresse desencadeada pela perseguicdo seguida da exposi¢cdo ao ar e o
desafio bacteriano, evidente no momento 3 horas apés infeccdo e a
necessidade de energia para suportar a situacao desfavoravel. Este aumento,
no caso de estresse, tem origem glicogenolitica proveniente da acdo dos
corticosterdides e catecolaminas, um indicador confidvel de estresse em peixes
(MOMMSEN et al., 1999). Elevadas concentracdes de cortisol podem causar
gliconeogénese e glicogendlise no figado, que resulta em hiperglicemia e
auxilia no aumento da demanda de energia durante o estresse, permitindo que
0 organismo reaja ao agente estressor (IWAMA, 1998).

De acordo com Anderson (1992), o uso de imunoestimulantes em
peixes também pode evitar os efeitos supressivos do estresse. Este efeito
também foi observado no presente estudo, uma vez que 0S peixes que

receberam glucanos e mananos na dieta apresentaram valores reduzidos de
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glicose e cortisol ap6s os estimulos, quando comparados ao grupo controle
(sem suplementacgéo). Nesse mesmo sentido, Welker et al. (2007) observaram
niveis significativamente mais baixos de cortisol e lactato em bagres do canal
suplementados com produtos comerciais a base de levedura da espécie
Saccharomyces cerevisiae (composto por glucanos e mananos), utilizando as
concentracdes recomendadas pelo fabricante (Bio-Mos® do Aqua Grau e
Levucell SB20®, 0,01%), e Caim et al. (2003) também observaram uma
reducdo no cortisol mas ndo em glicose em resposta ao estresse em tilapia do
Nilo alimentadas com 0,2% de glucanos na dieta.

Como os eritrocitos sao constituintes da seérie vermelha sanguinea e
contém hemoglobina, cuja funcdo € o transporte de oxigénio e gas carbdnico
no organismo, qualquer deficiéncia em numero ou forma dos eritrécitos pode
comprometer a oxigenacgao nos tecidos (RANZANI-PAIVA et al., 2004). Porém,
ao diminuir o numero de eritrécitos em conjunto com o aumento do seu volume
resulta em uma espécie de compensacdo para o transporte de oxigénio da
hemoglobina (TAVARES-DIAS, 2002).

O hematdcrito representa o percentual de globulos vermelhos em
relacdo ao volume de sangue correspondente, e seu aumento pode ser
relacionado a condicbes estressantes, entre outros (BARTON, 2000;
BRANDAO et al., 2006). Esse parametro pode, em parte, revelar o nivel de
estresse a que 0s peixes estdo submetidos, embora possa variar na presenca
de diferentes agentes estressantes (MARTINS et al., 2002), tais como o0s
manejos de producédo, doencas, alteracdes ambientais e desafios.

De acordo com McDonald e Milligan (1997), o estresse provoca
hemoconcentracdo em muitos peixes de agua doce, observado pelo aumento
no valor do hematécrito. Em contrapartida, Labeo umbratus mostrou reducédo
no numero de hematécrito apdés a captura e estresse de transporte
(HATTINGH; VAN PLETZEN, 1974). Apesar da auséncia de diferencas
significativas neste parametro, entre os niveis iniciais e 0s niveis obtidos nas
seguintes amostragens, ligeira variagcdes foram observadas durante o periodo
de recuperacao.

Os resultados do presente estudo comprovam a eficiéncia do uso de
glucanos e mananos como imunoestimulante, uma vez que apds os estimulos

de estresse e infeccdo bacteriana os peixes que receberam 0,2% de incluséo
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de Glucan-MOS® na dieta apresentaram maiores valores de lisozima, da
atividade respiratdria dos leucécitos, aumento dos numeros de mondcitos e
neutréfilos em comparacao ao grupo controle, indicando imunoestimulacao.

O efeito sinérgico entre MOS e B-glucanos também foram relatados por
Ai et al. (2007), Gopalakannan e Arul (2010) e Bai et al. (2013), com melhores
respostas sobre a ativagdo do sistema imune, com aumento significativo da
atividade da lisozima no soro, aumento significativo dos glébulos brancos, da
atividade respiratéria dos leucécitos e um aumento consistente dos neutrofilos,
demonstrando que a combinacdo de mananos e glucanos em dietas parece
potencializar os efeitos sobre a imunidade.

O aumento da atividade respiratéria de leucécitos devido ao aumento
da concentracdo de Glucan-MOS® na dieta indica que o imunoestimulante
pode ter interagido com receptores de membranas de neutréfilos, mondcitos e
macréfagos, estimulando a producdo destas células, como observado no
presente estudo, melhorando sua capacidade de fagocitose. Essas células
desempenham papel importante no mecanismo de defesa, quando ativados,
degradam os microorganismos por fagocitose, pelo aumento do consumo de
oxigénio molecular, processo conhecido como atividade respiratéria ou burst
oxidativo, com producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sao
altamente oxidantes e contribuem ativamente para destruicdo dos
microorganismos (ABREU et al., 2009). O aumento na produc¢éo de EROs por
esses granuldcitos é considerado um dos indicadores da ativacdo do sistema
imune ndo especifico em peixes (BILLER-TAKAHASHI et al., 2013).

Os macréfagos possuem receptores especificos capazes de
reconhecer os B-glucanos, onde, o uso deste, leva ao aumento da explosao
respiratéria dos leucdécitos, que libera espécies reativas de oxigénio e a maioria
destes, com atividade bactericida (ENGSTAD et al., 1993). Além disso,
aumenta a capacidade de defesa dos peixes contra patdégenos, estimulando os
mecanismos de defesa ndo especificos e induzindo a atividade fagocitaria dos
macrofagos (PAULSEN etal., 2001; TORRECILLAS et al, 2007,
GOPALAKANNAN; ARUL, 2010; TORRECILLAS et al., 2011).

Diversos estudos tém mostrado que, quando incorporado no alimento,
MOS ou pB-glucano aumenta a resisténcia a bactérias patogénicas em
diferentes espécies de peixes (SAHOO; MURKHERJEE, 2002; KUMARI;
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SAHOO, 2006; TORRECILLAS et al., 2007; WELKER et al., 2007). Os
mananoligossacarideos (MOS) agem na prevencdo da colonizacdo de
bactérias patogénicas no trato digestorio, promovendo a adsor¢cdo de agentes
patdogenos, que podem colonizar o trato gastrintestinal, ligando-se aos
acucares manose na superficie do intestino, deste modo, ao fornecer uma rede
de manose no complexo manano, 0s patdgenos ligam-se a rede e sao
expelidos do sistema (SPRING et al.,, 2000). Estes anexos de manose
desencadeiam a cascata do sistema complemento e a ativagcdo do sistema
imunoldgico (PETTERSON; BURKHOLDER, 2003), uma vez que, a protecdo
ndo especifica contra patogénicos € mais importante do que a protecdo
especifica, pois, € a primeira linha de defesa contra organismos invasores
(BRICKNELL; DALMO, 2005).

A intensificacdo da producéo preconiza sistemas com altas densidades
de estocagem, fornecimento de altas quantidades de racdo e diferentes tipos
de manejos, que sdo criticos para 0 aumento e/ou ocorréncia de doencas nos
peixes. Na fase inicial, os animais sdo0 menos resistentes, e as consequéncias
do estresse pelo manejo e susceptibilidade a doencas sao maiores, podendo
ocasionar grandes perdas por mortalidade. Os resultados do presente trabalho,
permitem a adocdo de estratégias de alimentacdo com racbes contendo
Glucan-MOS® em periodos anteriores a manejos intensivos, como biometria,
selecdo e vacinagdo. O periodo de 30 dias foi suficiente para proporcionar
efeito imunoestimulante e tendéncia de minimizar os efeitos de estresse, além

de melhorar o desempenho produtivo.
Concluséo

A suplementacéo de 0,1% de Glucan-MOS® em racées para juvenis de
pacu proporciona melhora no desempenho, enquanto que o nivel de 0,2 % de
Glucan-MOS® estimula o sistema imune ndo especifico e apresenta tendéncia
em diminuir o efeito do estresse em juvenis de pacu. Dessa forma, recomenda-
se a suplementacao entre 0,1 a 0,2% de Glucan-MOS® por 30 dias para juvenis
de pacus visando melhor crescimento, mitigagdo do efeito do estresse, e

incremento da resisténcia frente ao desafio com Aeromonas hydrophila.
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Tabela 1. Formulacdo e composicédo bromatologica das racdes experimentais.

Niveis de glucanos e mananos (%)

Ingredientes 0,0 0,1 0,2 0,4 0,8
Farelo de soja 44,70 44,80 44,80 44,90 45,00
Fuba de milho 31,72 31,45 31,29 30,87 30,08
Farelo de trigo 17,35 17,35 17,35 17,35 17,35
Oleo de soja 1,60 1,67 1,73 1,86 2,15
Fosfato bicalcico 3,37 3,37 3,37 3,37 3,37
Calcério 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Lisina 0,37 0,37 0,37 0,36 0,36
Metionina 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
Cloreto e Sédio (NaCl) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Glucan-MOS® 0,00 0,10 0,20 0,40 0,80
Premix vitaminico e mineral* 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT? 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Composicéo quimica calculada e determinada
Proteina Digestivel (%) 3 23,00 23,00 23,00 23,00 23,00
Proteina Bruta * 26,10 26,60 26,90 26,50 26,50
Energia Digestivel (kcal/kg) > 3200,00 3200,00 3200,00 3200,00 3200,00
Extrato etéreo (%) * 2,19 2,75 2,32 2,87 3,15
Fibra bruta (%) * 3,92 3,86 4,07 3,64 3,52
Lisina (%) ° 1,64 1,64 1,64 1,64 1,64
Metionina (%) ° 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Treonina ® 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Célcio (%) * 1,05 1,05 1,05 1,05 1,05
Fosforo disponivel (%) ° 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
Cinzas (%) * 7,10 7,11 7,31 7,40 7,16

'Suplemento mineral e vitaminico: (Composicéo/kg de racdo) Selénio: 75,00 mg, ferro: 15g,
cobre: 2.000,00 mg, cloreto de colina 125,00 g, manganés: 3750,00 mg, zinco: 20,00 g, ferro:
15,00, iodo: 125,00 mg, niacina: 7.800,00 mg, acido félico: 750,00 mg, acido pantoténico:
3.750,00 mg, biotina: 125,00 mg, vitamina C 53,00 g, lodo: 125,00 g, vitamina A: 2.000.000,00
Ul I, vitamina D3, 500.000,00 UI, vitamina E 15.000,00 UI, vitamina K3, 1.000,00 mg, vitamina
B1 2.500,00 mg, vitamina B2: 2.500,00 mg, vitamina B6: 2.000,00 mg, vitamina B12: 5.000,00
mg, ° Butil-hidroxi-tolueno. *Valores calculados de acordo com Abimorad et al. (2004). *Valores
determinados, segundo metodologia AOAC (2000).
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Tabela 2. Desempenho zootécnico dos juvenis de pacu alimentados com dietas
suplementadas com glucanos e mananos apés 30 dias de experimento. Peso
inicial (PI), ganho de peso (GP), consumo diario de racdo (CD), conversao
alimentar aparente (CAA), taxa de crescimento especifico (TCE) e taxa de
eficiéncia proteica (TEP).

Niveis de glucanos e mananos (%)

Parametros 0,0 0,1 0,2 0,4 0,8

Pl (g) 64,24+0,74* 60,91+1,82° 66,55+1,45% 65,29+0,82° 62,84+1,77°
GP(g) 15,16+0,83" 21,14+0,87® 16,00+1,14° 17,32+0,47%* 16,81+1,01°
CD (9) 33,21+1,00° 33,26+1,19° 30,81+0,54*° 31,44+0,82*° 32,91+0,35
CA 2,23+0,16% 1,58+0,02° 2,01+0,18* 1,82+0,06® 1,99+0,13%
TCE 4,02+0,01* 3,96+0,03* 4,05x0,02° 4,03+0,01*  3,99+0,03%
TEP 1,78+0,15°  2,44+0,04* 2,01+0,19% 2,12+0,07* 1,96+0,12%

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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Tabela 3. Variaveis sanguineas de pacus alimentados com diferentes niveis de
glucanos e mananos antes e apds 0 estresse por perseguicdo e exposicao ao
ar e nos tempos 3h, 6h e 24 h apos desafio bacteriano.

Niveis de glucanos e mananos (%)

0,0 0,1 0,2 0,4 0,8
Hematdcrito (%)
Estresse  Antes 28+1,19° 26+1,96° 27+1,71° 27+1,45° 31+1,57°
Depois  29+0,43° 26+1,74° 27+1,52° 27+1,862 29+1,29%
D 3h 29+1,482 27+0,882 28+1,23° 28+1,50° 27+1,412
esartlo
Bacteriano &N 27+0,73% 25+1,072 27+0,97° 26+0,76° 27+1,10°
24 h 26+0,63° 28+0,90° 27+1,48° 28+0,83? 28+0,62°
CHCM (g/dL)
Estresse  ANES 38,75+2,48% 38,68+2,09° 39,63+2,32 40,20+3,28° 34,33+2,07°
Depois 40,33+4,12® 39,02+6,01° 55,82+5,17% 39,05+4,03° 49,0646,41°
Desafi 3h  57,68+3,48% 52,89+4,15% 58,73+2,49% 62,83+5,34 45,68+3,90°
esario a
Bacteriano 6D  5810+4,30% 56,19+3,30% 54,03+4,56" 49,67+3,76° 53,63+4,73"
24h  44,16+2,64° 37,81+2,36% 48,80+3,34* 35,36+1,91° 35,27+3,43°
Hemoglobina (g/dL)
Estresse  ANMES 10,35+0,33* 10,76+0,92* 12,66+1,03° 12,62+0,55° 10,34+0,43?
Depois 15,23+1,11* 15,06+0,62* 18,91+1,61* 10,48+1,48" 11,37+0,43"
Deafi 3h  16,23+1,51* 15,98+1,87® 16,75+0,88* 18,99+1,35% 13,91+0,87°
esarlio
Bacteriano 6D 1497074 1561+1,63" 16,93+1,34* 1536+1,47° 15,61+1,06°
24h  12,32+0,67* 10,88+0,73* 11,35+0,52® 10,37+0,49* 13,15+0,33%
Eritrocitos (x 10°/uL)
Estresse  Antes 2,38+0,15°  2,39+0,24* 2,29+0,23° 2,81+0,33* 2,57+0,23?
Depois  2,99+0,36%  2,29+0,21°  2,82+0,40° 2,92+0,29° 2,41+0,29°
S 3h 2,87+0,15°  2,88+0,40° 3,08+0,24* 3,92+0,25%° 3,75+0,34°
esarllo
Bacteriano &N 2,88+0,17°  3,53+0,36* 3,00+0,16° 3,27+0,24* 3,23+0,23?
24h  295+0,18%  3,03+0,34* 3,18+0,31* 3,35+0,17° 3,27+0,33?

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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Tabela 4. Contagem total de leucdcitos e trombocitos de pacus alimentados
com diferentes niveis de glucanos e mananos antes e ap0s estresse por
perseguicdo e exposicdo ao ar e nos tempos 3h, 6h e 24 h apos desafio
bacteriano.

Niveis de glucanos e mananos (%)
0,0 0,1 0,2 0,4 0,8

Leucadcitos totais (uL™)

Antes  8153+1591°  7913+1390° 11,608+2698%® 18999+3333% 13563+1889%"

Estresse
Depois 12755+2292% 8699+1698%  17284+2352% 13220+2163* 11474+1501°
Desafi 3h 6756+2356™  5452+1023° 10810+579%° 16656+2170° 16096+3443%
esafio
b b ab ab a
bacteriano 6 h 6453+1597 8910+995 979912348 127311544 15319+1020
24 h 7086+9022 10536+1428* 10256+2669% 12829+2156° 10060+1895%
Trombocitos totais (uL™)
Estresse Antes  24889+3622% 22641+4200% 26251+3448% 38548+5333% 29379+4763°%
Depois 30551+5223% 21820+3028% 34619+2966° 31043+1721* 30828+7590%
Desaf 3h 1650841595 12949+3884° 24530+2938"° 49301+4440% 37898+8711%
esafio
b b ab a a
bacteriano 6h 20311+3501 216044859 2734145776 42244+5343% 4234445157

24h  23218+2106% 27322+3398° 29401+6499° 40020+3514% 27534+4777°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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Tabela 5. Contagem diferencial de leucécitos de pacus alimentados com
diferentes niveis de glucanos e mananos antes e apOs estresse por
perseguicdo e exposicdo ao ar e nos tempos 3h, 6h e 24 h apos desafio

bacteriano.
Niveis de glucanos e mananos (%)
0,0 0,1 0,2 0,4 0,8
Linfocitos (%)
Estresse  ANtes 69,25+1,92* 70,50+10,62° 66,00+8,69° 54,13+4,92®° 78,38+5,55%
Depois 41,13+2,78*  9,38+2,15°  8,13+1,39°  7,50+2,70°  7,63%2,13"
_ 3h  30,38£2,37°  4,00+2,13°  3,13+1,39° 0,88+0,88"  1,88+1,88"
E::tfr';no 6h 20,38+0,97°  7,75#4,01°  5,38+1,98"  3,75%1,01°  6,50+1,83"
24h  30,25%3,68° 19,50+1,29° 6,13+0,92° 5,63+1,16°  6,38+1,78°
Neutrdfilos (%)
Estresse  ANtes 11,50+0,87°  8,63+4,72°  15,75+#4,56* 18,75+3,37°  9,63%7,90°
Depois  18,50+4,05° 39,38+6,61%° 44,13+6,56° 39,25+4,61%° 49,38+5,11°
Desafio 3h  46,13+4,90° 58,38+6,03° 60,75+5,53*° 61,38+6,07*° 65,88+5,38°
bacteriano 6D 58,00+7,21*  63,13+7,75% 67,50+4,03" 73,50+6,37® 70,13+4,99°
24h  54,50+6,32%° 63,63+0,80° 63,00+0,87* 72,13+3,53% 73,13+2,49°
Mondécitos (%)
Ectresse  ANtes 16,50+0,87*  17,7545,13% 14,75+3,92® 24,00+3,25° 11,25+3,11°
Depois  25,88+2,99°  41,88+4,41*° 35,13+6,31* 43,75+6,85° 33,88+2,63°
Desafio 3h 15,38+4,04° 31,004#5,87%° 29,50+4,23% 28,25+5,46° 23,63+2,63%
bacteriano 6D 16,25+4,12%  23,25+582% 22,13+3,94* 14,50+6,03 16,75+3,23°
24h  11,38%2,22° 13,00+#1,43° 26,13+1,95° 15,50+3,95" 16,50+1,79%
CGE (%)
Estresse  ANtes 2,75+2,01*  3,13+#1,42®  3,50+0,91*  3,13+1,48°  0,75+0,60°
Depois  3,00+0,84*>  3,38+1,28"  6,63%1,43*  6,50#4,05%  4,00+3,52°
Desafio 3h 5,25+0,88*  6,00£0,87°  4,88+0,75°  5,38+0,83°  6,00+1,06%
bacteriano 6D 2,88+1,13*  525+2,75%  4,13+1,74*  7,63+2,07*°  4,88+0,72°
24 h 2,75¢1,13°  3,88+0,43*  4,38+1,68*  6,13+1,82°  4,00+0,87°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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Figura 1. Glicemia de juvenis de pacu antes e apds estresse por perseguicao e
exposicdo ao ar, nos tempos 3, 6 e 24 horas apos desafio bacteriano
alimentados com racgbes suplementadas com glucanos e mananos. Letras
indicam diferenga entre os tratamentos, médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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Figura 2. Concentracdo sérica de cortisol antes e apds estresse por
perseguicdo e exposicdo ao ar, nos tempos 3, 6 e 24 horas apds desafio
bacteriano alimentados com ragdes suplementadas com glucanos e mananos.
Letras indicam diferenca entre os tratamentos, médias seguidas da mesma
letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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Figura 3. Atividade respiratéria dos leucotcitos antes e apds estresse por
perseguicdo e exposicdo ao ar, nos tempos 3, 6 e 24 horas apds desafio
bacteriano para juvenis de pacu alimentados com ragfes suplementadas com
glucanos e mananos. Letras indicam diferenca entre os tratamentos, médias
seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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Figura 4. Concentracdo seérica de lisozima antes e apl0s estresse por
perseguicdo e exposicdo ao ar, nos tempos 3, 6 e 24 horas apds desafio
bacteriano para juvenis de pacu alimentados com ragfes suplementadas com
glucanos e mananos. Letras indicam diferenca entre os tratamentos, médias
seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (0,05).
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A suplementacdo de glucanos e mananos (Glucan-MOS®) na dieta de
juvenis de pacu apresentou efeito imunoestimulante e capacidade de minimizar
os efeitos de estresse de manejo, proporcionando beneficios para o
desempenho produtivo e estimulo sobre o sistema imune ndo especifico dos
peixes, sendo assim, capaz de atenuar, por exemplo, a alta mortalidade para a
producéao inicial, diminuindo as perdas econdmicas e maximizando a producéo.

O presente trabalho, por limitacdes financeiras, ndo conseguiu
contemplar analises importantes como a caracterizacdo da microbiota e
morfologia intestinal do pacu, que S&do0 necessarios para determinar 0S
mecanismos de acdo deste aditivo para a espécie estudada. Por outro lado,
novas investigacdes devem ser incentivadas com periodos menores e maiores
do que quatro semanas (média do tempo de suplementacdo da maior parte dos
estudos com mananos e glucanos para peixes) para efetivamente concluir
sobre a melhor relagéo custo/beneficio.

Considerando as vantagens da suplementacdo de glucanos e
mananos em dietas para pacus, novos segmentos de racdes especificas para
fase inicial podem ser explorados, uma vez que 0S peixes Sd0 mMenos
resistentes, e as consequéncias do estresse pelo manejo e susceptibilidade a
doencas sdo maiores, podendo ocasionar grandes perdas por mortalidade,
sendo, a adocdo de estratégias de alimentacdo em periodos anteriores a
manejos intensivos uma alternativa para proporcionar efeito imunoestimulante
e capacidade de minimizar os efeitos de estresse, além de melhorar o
desempenho produtivo.

A utilizacdo deste produto pode beneficiar a aquicultura, no entanto,
para obter resultados efetivos na produgcdo deve-se conhecer a condicao
fisiologica para cada espécie de peixe, o tempo e dosagem de suplementagao

e 0 método de administracao.



