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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do imunoestimulante f-glucano na dieta do tambaqui
(Colossoma macropomum) sobre o desempenho produtivo, as respostas fisiologicas ¢ imunoldgicas, ¢ a
resisténcia ao desafio com Aeromonas hydrophila. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5x2, com cinco niveis de B-glucano na dieta (0, 0,1, 0,2, 0,4 ¢ 0,8%) e dois
tempos de amostragem (antes e apds o desafio com 4. hydrophila), com trés repeti¢des. Os peixes (28,65+0,49 g;
12,14+0,07 cm) foram alimentados, por 60 dias, com dieta (28% de proteina bruta) suplementada com
preparagdo comercial de B-glucano. Apds o periodo de alimentacdo, avaliou-se o desempenho produtivo, e
os peixes foram desafiados com A. hydrophila. Os parametros hematologicos e imunoldgicos (concentragéo e
atividade de lisozima) foram avaliados antes e ap6s o desafio bacteriano. Apés o desafio bacteriano, observou-
se a ocorréncia de anemia normocitica-normocromica. A suplementagdo com B-glucano nao alterou a
concentragdo nem a atividade da lisozima; porém, a menor concentragdo de -glucano (0,1%) favoreceu maior
sobrevivéncia para a espécie quando desafiada com Aeromonas hydrophila. A suplementagdo de B-glucano
ndo exerce influéncia sobre o desempenho produtivo ¢ nem sobre os pardmetros hematoldgicos do tambaqui.

Termos para indexacdo: Aeromonas hydrophila, Colossoma macropomum, imunoestimulantes.

Productive performance and physiopathological responses
of tambaqui fed with B-glucan enriched diet

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of the immunostimulant f-glucan in tambaqui
(Colossoma macropomum) diet on the productive performance, physiological and immunological responses,
and the resistance to Aeromonas hydrophila challenge. The experiment was carried out in a completely
randomized design in a 5x2 factorial arrangement, with five levels of B-glucan in the diet (0, 0.1, 0.2, 0.4,
and 0.8%) and two sampling times (before and after challenge with A. hydrophila), with three replicates.
Fish (28.65+0.49 g; 12.14+0.07 cm) were fed for 60 days with diets (28% crude protein) supplemented with
commercial B-glucan preparation. After the feeding period, the productive performance was evaluated, and
fish were challenged with 4. hydrophila. Hematological and immunological parameters (concentration and
activity of lysozyme) were determined before and after the bacterial challenge. After bacterial challenge, the
occurrence of normocytic-normochromic anemia was observed. B-glucan supplementation did not change
lysozime concentration and activity; however, the lowest concentration of B-glucan (0.1%) favored higher
survival rates for the species when challenged with Aeromonas hydrophila. f-glucan supplementation does not
influence tambaqui productive performance and hematological parameters.

Index terms: Aeromonas hydrophila, Colossoma macropomum, immunostimulants.

Introducio

No Brasil, a criagdo de espécies nativas vem
crescendo nos ultimos anos e, no caso do tambaqui
(Colossoma macropomum) — a espécie mais criada no
Norte do pais —, tem se expandido nas regides Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste (Brasil, 2012).

O tambaqui apresenta excelente potencial para
produgdo intensiva, principalmente pela facil obtencao
de juvenis, pelo bom potencial de crescimento (alcanca
3 kg de peso apds 12 meses em sistemas de viveiros/
barragens), pela alta produtividade, pela resisténcia a
baixos niveis de oxigénio dissolvido e pela excelente
utilizagdo de alimentos (Melo et al., 2001; Aratjo-Lima &
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Gomes, 2005). Contudo, uma das principais dificuldades
relacionadas a sua criagdo intensiva € a ocorréncia de
doengas parasitarias e bacterianas (Malta et al., 2001),
como a causada pela bactéria Aeromonas hydrophila em
peixes de 4gua doce (Pilarski & Sakabe, 2009).

Em razdo da elevada ocorréncia de doengas
parasitarias e infecciosas, tém-se utilizado quimio-
terapicos e antimicrobianos na aquicultura. No entanto,
o seu uso indiscriminado ocasiona problemas como o
desenvolvimento de bactérias resistentes, a presenga
de residuos de antibioticos nos tecidos de peixes
comercializados € o impacto negativo no ambiente
(Vivekanandhan et al., 2002; Taylor et al., 2011).
Assim, o emprego de imunoestimulantes na prevengao
de doengas em peixes vem sendo priorizado (Dalmo &
Bogwald, 2008).

Os imunoestimulantes sdo substancias biologicas
que podem incrementar as respostas especificas e
ndo especificas de defesa dos animais (Chagas et al.,
2009; Ganguly et al., 2010). Os efeitos benéficos dos
imunoestimulantes consistem em aumentar a atividade
de macrofagos, a fagocitose por neutréfilos e mondocitos,
e a producao de linfocitos, imunoglobulinas e lisozima,
0 que aumenta a resisténcia desses animais frente a
infecgdo por organismos oportunistas (Gopalakannan
& Arul, 2010). Entre estes compostos, destacam-se os
glucanos.

Os glucanos sdo macromoléculas formadas por
blocos de glicose unidos por meio de ligagdes
B (1-3) e B (1-6), normalmente encontrados nas células
de levedura e fungos. Nos peixes, o -glucano pode
favorecer a estimula¢do dos mecanismos de defesa
ndo especificos, o que induz a atividade fagocitaria
dos macrofagos e aumenta sua capacidade de defesa
contra patdgenos, além de incrementar a producdo
de proteinas liticas, como a lisozima, e de proteinas
do sistema complemento (Paulsen et al., 2001;
Gopalakannan & Arul, 2010).

Os efeitos benéficos do P-glucano sdo relatados
em diferentes espécies de peixes (Dalmo & Bogwald,
2008; Sealey et al., 2008; Gopalakannan & Arul,
2010). Contudo, sao escassas as pesquisas que avaliam
o potencial desses suplementos a base de glucanos em
peixes nativos brasileiros.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
imunoestimulante B-glucano na dieta do tambaqui
sobre o desempenho produtivo, as respostas fisiologicas
e imunologicas, e a resisténcia frente ao desafio com
A. hydrophila.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Patologia de Organismos Aquaticos, no Centro de
Aquicultura, da Universidade Estadual Paulista,
Campus de Jaboticabal, SP, entre marg¢o e junho de
2009.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado,
em arranjo fatorial 5x2, com cinco niveis de B-glucano
na dieta (0, 0,1, 0,2, 0,4 ¢ 0,8%) e dois tempos de
amostragem (antes e ap6s o desafio com A. hydrophila),
com trés repetigoes.

Foram utilizados 225 juvenis de tambaqui (peso
médio de 28,65+0,49 g e comprimento total de
12,14+0,07 cm), que foram aclimatados em 15 tanques
de 310 L durante 30 dias e receberam ra¢do comercial
para peixes onivoros, com 28% de proteina bruta. Apds
esse periodo, os peixes foram alimentados com a dieta
suplementada com prepara¢do comercial de B-glucano
(Betamune, Biorigin, Sdo Paulo, SP) nas concentragdes
de 0, 0,1, 0,2, 0,4 ¢ 0,8%. A alimenta¢do foi fornecida
duas vezes ao dia até a saciedade aparente, durante
60 dias. Nesse periodo, os parametros de qualidade
de 4gua, como temperatura (29,25+0,06°C) e oxigénio
dissolvido (6,30+0,02 mg L), foram monitorados
trés vezes por semana, por meio de monitor YSI 55
(YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, EUA).
Quinzenalmente, foram avaliados: alcalinidade
(191,09+1,21 mg L), por titulagdo, conforme
American Public Health Association et al. (1998);
pH (8,18+0,01), com pHmetro Q400M2 (Quimis,
Diadema, SP); e amonia total (0,09+0,01 mg L),
pelo método de endofenol (American Public Health
Association et al., 1998).

Ao final do periodo de alimentagdo, com os peixes
previamente anestesiados (100 mg L' de benzocaina),
realizou-se a analise biométrica para obtengdo dos
parametros de crescimento em peso (g) € comprimento
total (cm), tendo-se calculado, a partir destes dados, o
ganho de peso (peso final - peso inicial), a conversdo
alimentar aparente (alimento consumido/ganho de
peso) e a sobrevivéncia (%).

Apo6s a avaliagdo do desempenho produtivo, foi
realizado o desafio bacteriano com 21 peixes de
cada tratamento com [-glucano (sete por repeti¢do),
os quais foram inoculados por meio de injegdo
intraperitoneal de 4. hydrophila, na concentracdo de
1,0x10®8 UFC (protocolo n® 013985/09), determinada
em ensaios preliminares. Durante os 15 dias do
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ensaio, a cada 12 horas, foram registrados dados
de mortalidade e a ocorréncia de sinais clinicos de
aeromonose.

A avaliacdo dos parametros hematoldgicos e
imunolégicos foi realizada antes e 15 dias apds o
desafio bacteriano com trés peixes de cada repeti¢ao
(nove peixes de cada tratamento). Para isso, com
os peixes previamente anestesiados (100 mg L' de
benzocaina), procedeu-se a coleta sanguinea mediante
a puncdo de vasos caudais com o auxilio de seringas
sem anticoagulante, e o sangue foi separado em dois
microtubos. Em um tubo, foi adicionada heparina
para a determinacdo do hemograma, que incluiu a
dosagem do percentual do hematdcrito, pela técnica
do microhematdcrito (Goldenfarb et al., 1971); a
dosagem da taxa de hemoglobina, pelo método da
cianometahemoglobina (Collier, 1944); e a contagem
deeritrocitos, pormeio dadilui¢do de 1:200 em solugio
de formol-citrato, tendo-se realizado a contagem
em hemocitdmetro. De posse desses dados, foram
calculados os indices hematimétricos de Wintrobe
(1934), compreendidos pelo volume corpuscular
médio, pela hemoglobina corpuscular média e pela
concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
No segundo tubo, ndo se adicionou anticoagulante
para obtencao de soro, o qual ficou em temperatura
ambiente por cerca de 2 horas para coagulacao. O soro
foi separado por centrifugacdo (3.000 g, 5 min),
tendo sido armazenado a -70°C para determinacdo da
concentracdo e da atividade da lisozima por ensaio
turbidimétrico, segundo Ellis (1990), com adaptag¢des.

Os resultados obtidos foram expressos como
médiaterro-padrdo da média. As diferencas obtidas
entre as médias dos diferentes tratamentos foram
estabelecidas por analise de varidncia, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

A suplementagdo da dieta do tambaqui com
B-glucano (0, 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8%) por 60 dias nao
exerceu influéncia sobre os parametros de desempenho
produtivo avaliados (peso e comprimento final,
ganho de peso, conversdo alimentar e sobrevivéncia).
Apesar disso, o desempenho produtivo do tambaqui
foi considerado satisfatorio, em razdo da escala
experimental utilizada (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram obtidos para tilapia-do-nilo

(Oreochromis niloticus) e “sea bass” (Dicentrarchus
labrax) alimentados com dietas suplementadas com
B-glucano (Bagni et al., 2005; Whittington et al.,
2005). Estes autores também nao observaram aumento
significativo no crescimento dos peixes apos o periodo
de administragdo do imunoestimulante.

Falcon (2007) avaliou a suplementagdo da dieta da
tildpia-do-nilo com os mesmos niveis de B-glucano (0,1,
0,2, 0,4 ¢ 0,8%) e com vitamina C (400 e 600 mg kg
dieta), durante 60 dias, e constatou que a suplementagao
nao teve influéncia no desempenho produtivo da
espécie. Contudo, ha estudos que descrevem o efeito
benéfico do B-glucano sobre o desempenho produtivo
dos peixes, principalmente quanto ao aumento da
taxa de crescimento (Sealey et al., 2008; Dalmo &
Bogwald, 2008). Lin et al. (2011), ao avaliar a espécie
Cyprinus carpio koi, que recebeu dieta suplementada
com B-glucano, relataram maiores valores de peso final
e taxa de crescimento especifico, mas nao observaram
diferenga na sobrevivéncia.

O bom desempenho produtivo obtido para o
tambaqui, independentemente do nivel de suple-
mentacdo do B-glucano, refletiu-se na manutengao
do equilibrio organico dos peixes, como determinado
pela avaliagdo dos parametros hematologicos em
60 dias de criacdo (Tabela 2). No presente trabalho, a
suplementacao de B-glucano na dieta do tambaqui nao
promoveu altera¢des no hematocrito, na hemoglobina,
no numero de eritrocitos, no volume corpuscular
médio, na hemoglobina corpuscular média e na
concentracao de hemoglobina corpuscular média apds
60 dias de criacdo, e os valores encontrados estdo
dentro da faixa considerada satisfatoria para peixes
higidos (Tavares-Dias et al., 2009).

Apbés o desafio com a bactéria 4. hydrophila,
verificou-se redugdo significativa nos valores de
hemoglobina (0, 0,2, 0,4 e 0,8%) e hemoglobina
corpuscular média (0,8%) (Tabela 2).

A bactéria A. hydrophila é o agente etiologico da
septicemia hemorrdgica. Portanto, nos tambaquis
inoculados com essa bactéria, observaram-se, apds as
24 horas iniciais dainoculagao, petéquias hemorragicas,
distensdo da cavidade abdominal por ascite, lesdes
ulcerativas na superficie do corpo, hemorragia nas
nadadeiras e orgdos internos, coloracdo enegrecida e
peixes isolados do cardume.

Com relacdo as alteragdes sanguineas causadas
pelo desafio com A. hydrophila, observou-se a
ocorréncia de anemia nos tambaquis, classificada em
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normocitica-normocrdmica (Lorenzi, 2006). De forma
semelhante, houve redugdo nos valores de hematocrito
apos desafio bacteriano em pacu (Piaractus
mesopotamicus) ¢ tilapia-do-nilo alimentados com
dietas suplementadas com [-glucano (Falcon, 2007,
Biller, 2008). Esse quadro se deve a ocorréncia de
hemorragias provocadas por essa bactéria, que produz
hemolisina, a causa mais comum de anemia hemolitica
em peixes (Campbell & Ellis, 2007).

Alteragdes sanguineas, como o quadro de anemia
observado em tambaquis, também foram relatados
em outros estudos. Garcia & Moraes (2009)
desafiaram o pacu com a bactéria A. hydrophila ¢
observaram, apos 24 horas, a ocorréncia de anemia
normocitica-hipocrémica, além de redug@o dos niveis
de proteinas totais ¢ do nimero de trombocitos,
leucdcitos totais, linfocitos e eosinodfilos, com aumento
do niimero de neutréfilos e mondcitos. De forma
semelhante, em carpa comum (Cyprinus carpio)
infectada com 4. hydrophila, foi descrita diminuigdo
de hematdcrito, hemoglobina e niimero de eritrocitos,

acompanhada de leucocitose (Harikrishnan et al.,
2003).

Também ha relatos de efeitos negativos de altas
doses e prolongada alimentagdo com B-glucano sobre
a resposta imune dos peixes ¢ a resisténcia a doengas
(Couso et al., 2003). No presente trabalho, as maiores
concentracdes de B-glucano (0,4 e 0,8%) fornecidas na
dieta do tambaqui por periodo prolongado (60 dias)
também promoveram maior taxa de mortalidade apds
o desafio com A. hydrophila (Tabela 3), o que condiz
com os estudos de Whittington et al. (2005), que
mostraram que altas dosagens de B-glucano podem
determinar a exaustdo das células fagociticas.

O fornecimento de dieta suplementada com
B-glucano nao alterou a taxa de mortalidade apos o
desafio bacteriano (Tabela 3). Em espécies nativas
como o pacu, em que o nivel de suplementagido de
0,1% de B-glucano foi utilizado por sete dias, houve
maior sobrevivéncia dos peixes quando desafiados
com A. hydrophila (Biller, 2008). Kumari & Sahoo
(2006) também relataram aumento da resisténcia de

Tabela 1. Parametros de desempenho produtivo de tambaquis (Colossoma macropomum) alimentados, durante 60 dias, com
dietas suplementadas com B-glucano. Os dados sdo apresentados com médiat+erro-padrao da média®.

Parametros B-glucano (%)

0,0 0,1 0,2 0,4 0,8
Peso final (g) 78,78+2,85a 80,24+2,83a 86,60+3,74a 82,90+3,27a 90,39+4,23a
Comprimento final (cm) 15,96+0,18a 16,51+0,20a 16,72+0,24a 16,45+0,25a 16,14+0,28a
Ganho de peso (g) 52,17£2,66a 51,744,74a 58,84+5,99a 52,62+8,43a 59,58+3,40a
Conversdo alimentar 2,13+0,15a 2,17+£0,32a 2,03+0,15a 2,19+0,41a 1,940,06a
Sobrevivéncia (%) 100,00£0,00a 95,57+4,43a 100,00£0,00a 93,3346,67a 100,00£0,00a

(WMédias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Parametros hematologicos de tambaquis (Colossoma macropomum) apo6s suplementagdo de B-glucano na dieta

antes e ap6s desafio com Aeromonas hydrophila™.

Parametros® Tempo de B-glucano (%)
amostragem 0,0 0,2 0,4 0,8

Hematocrito Antes 28,13£1,53aA 31,2242,38aA 29,0044,09aA 31,00+4,22aA 33,71£3,92aA
(%) Apbds 25,56+1,84aA 23,3342,52aA 25,00+2,60aA 25,22+1,95aA 21,78+2,30aA
Hemoglobina Antes 7,544+0,52aA 7,5140,67aA 7,71+0,51aA 7,86+0,41aA 7,75+0,35aA
(gdL™") Apos 5,09+0,56aB 6,331£0,51aA 5,29+0,67aB 6,41+0,47aB 5,1940,50aB
Numero de eritrocitos Antes 2,16+0,21aA 2,484+0,32aA 2,17+0,25aA 2,69+0,45aA 2,4940,27aA
(10° mm™) Apbs 1,81+0,19aA 1,84+0,22aA 1,72+0,19aA 2,14+0,26aA 2,06+0,20aA
VCM Antes 136,98+15,18aA 151,62+18,97aA 148,71420,49aA 141,364+25,39aA 148,384+24,46aA
(um?) Apbs 149,47+14,35aA 143,37423,46aA 153,97+17,47aA 136,38420,90aA 109,5849,18aA
HCM Antes 34,87+3,28aA 33,71+2,56aA 36,77+3,18aA 33,72+7,18aA 36,96t4,16aA
(pg) Apbs 31,1945,44aA 37,83+4,72aA 31,61£3,13aA 32,86+3,96aA 26,2342,59aB
CHCM Antes 25,72+2,06aA 24,68+3,93aA 28,07+2,53aA 24,81+3,90aA 25,16+3,77aA
(%) Apos 21,85+3,85aA 30,48+5,59aA 22,3242, 71aA 26,19+2,30aA 25,34+3,09aA

(DMédias seguidas de letras iguais, minfisculas nas linhas e maitisculas nas colunas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. ®VCM, volume

corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; e CHCM, concentragao de hemoglobina corpuscular média.
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juvenis de “Asian catfish” (Clarias batrachus), apo6s
o desafio com A. hydrophila, quando alimentados com
dieta suplementada com 0,1% de B-glucano.

Alguns estudos conduzidos com p-glucano em
espécies de peixes sugerem que a administracao de dietas
suplementadas com este imunoestimulante promove
aumento da resisténcia contra infecgOes bacterianas
e protozoarias (Kumari & Sahoo, 2006; Lauridsen
& Buchmann, 2010). Este aumento na resisténcia a
doengas nos peixes se da, principalmente, pelo aumento
dos mecanismos nao especificos de defesa (Whittington
et al., 2005), como por exemplo o aumento da atividade
da lisozima (Paulsen et al., 2003).

A suplementacdo de p-glucano na dieta dos
tambaquis por 60 dias promoveu aumento significativo
na concentracdo e na atividade de lisozima dos peixes
que receberam a suplementagao de 0,2% de -glucano,
em comparagdo aos demais tratamentos, com excecao
do tratamento de 0,1% de P-glucano (Tabela 4).
Entretanto, todos os outros grupos apresentaram

Tabela 3. Mortalidade acumulada de tambaquis (Colossoma
macropomum) alimentados com dietas suplementadas
com PB-glucano, por 60 dias, apds desafio com Aeromonas
hydrophila®.

B-glucano (%) Mortalidade (%)
0,0 19,05a
0,1 9,52a
0,2 14,29a
0,4 38,10a
0,8 38,10a

(DM¢édias seguidas de letras iguais, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

Tabela 4. Concentracdo e atividade de lisozima de juvenis
de tambaquis (Colossoma macropomum) alimentados com
dieta suplementada com B-glucano antes e apos desafio com
Aeromonas hydrophila™.

B-glucano  Concentragao de lisozima Atividade de lisozima
(%) (ugmL™) (UmL")

Antes Apos Antes Apos
0,0 0,1840,01bA  0,24+0,04aA 30,64+1,56bA 39,70+5,64aA
0,1 0,23+0,03abA  0,23+0,02aA  39,14+5,20abA 38,24+3,41aA
0,2 0,36+0,06aA  0,22+0,01aA  58,98+9,77aA  36,57+2,02aA
0,4 0,20+0,02bA  0,26+0,03aA 34,59+2,49bA  43,67+4,74aA
0,8 0,19+0,02bA  0,22+0,02aA  32,70+3,34bA  37,54+0,01aA

(WMédias seguidas de letras iguais, mintisculas nas colunas e maitsculas nas
linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

valores de concentragdo e atividade de lisozima dentro
do mesmo intervalo de variagdo (Tabela 4). Apds a
realizacdo do desafio bacteriano, observou-se que
a concentra¢do e a atividade de lisozima ndo foram
afetadas pelos niveis de suplementacao de B-glucano
na dieta do tambaqui. Os valores da concentragido e
da atividade de lisozima em tambaquis sdo proximos
aos observados em espécies nativas, como o pacu
(Biller, 2008). Outros autores constataram que o0S
niveis de lisozima em truta arco-iris, tilapia-do-nilo e
carpa comum nao aumentaram apos a suplementacéo
alimentar com B-glucano (Whittington et al., 2005;
Selvaraj et al., 2006; Sealey et al., 2008).

No entanto, ha divergéncia quanto aos resultados
de estudos que avaliam o uso de PB-glucano como
imunoestimulante na criagdo de peixes. Essas
divergéncias podem ser decorrentes dos diferentes
métodos de administracdo, do nivel e da duragdo da
administra¢do, da idade do peixe, além da variagdo
intra e interespecifica (Dalmo & Bogwald, 2008;
Sealey et al., 2008). Assim, ha a necessidade de maior
conhecimento dos efeitos do B-glucano na modulacéo
do sistema imune em peixes nativos, com a avaliagdo
de novos protocolos de administragdo, por periodos
mais curtos e por aplicacdo intermitente, para proteger
os peixes em periodos que antecedam manejos mais
intensos na criacao.

Conclusoes

1. A suplementacdo de [-glucano na dieta do
tambaqui (Colossoma macropomum) por 60 dias nao
exerce influéncia sobre o desempenho produtivo e os
pardmetros hematoldgicos.

2. Asuplementacao com 0,2% de -glucano promove
alteragdes moderadas em pardmetros imunolédgicos
(concentragdo e atividade de lisozima).

3. O desafio com a bactéria Aeromonas hydrophila
provoca quadro de anemia normocitica-normocrdmica
nos tambaquis, em todos os tratamentos com -glucano.
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