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Resumo

O estresse é uma condi¢gdo na qual o organismo se coloca em enfrentamento
das situagdes adversas que |lhe sao impostas. Durante o estresse, varias respostas
endocrinas sao ativadas, entre elas, a liberagcado de glicocorticoides, principalmente
corticosterona em anfibios. Em curtos periodos de estresse, os glicocorticoides
aumentam a mobilizagcdo de energia e melhoram o desempenho geral do organismo.
Por outro lado, o estresse crénico pode levar a imunossupressao, atrofia dos tecidos
e redugcao no desempenho, trazendo consequéncias como o aumento da incidéncia
de enfermidades e da mortalidade dos animais. Na maioria dos ranarios comerciais
observa-se a mortalidade causada por agentes estressores, se fazendo necessario
eliminar do cativeiro esses agentes, e 0 consequente prejuizo devido a perda de
animais. Objetivamos avaliar a eficacia da suplementagéo alimentar com probidtico
Bacillus subtillis e com a betaglucana do fungo Agaricus blazei na redugao dos
efeitos do estresse por adensamento em ra-touro, Lithobates catesbeianus. Animais
pesando 24.3 * 2.38 g foram distribuidos aleatoriamente em quatro tratamentos com
quatro réplicas simultdneas, sendo: T1: 100 animais/m? (Controle); T2: 236
animais/m?; T3: 236 animais/m?, suplementados com probidtico; T4: 236 animais/m?,
suplementados com betaglucana. Fornecemos ragdo manualmente e o periodo
experimental teve a duragao de 30 dias. Avaliamos a sobrevivéncia (S), ganho em
peso (GP), corticosterona plasmatica (CORT) e a resposta imune (Capacidade
fagocitica - CF e Indice fagocitico - IF), além da condicdo bioquimica e
histopatoldgica dos figados, nos tempos 24 h, 15 e 30 dias. Ndo foram observadas
diferengas estatisticas para as médias de S (97.59%x% 2.71), CF (85.09%+15.57) e IF
(3.46%1.25) (p>0.05). A comparagdo de médias através do teste Tuckey mostrou
diferengas significativas para o GP aos 30 dias, entre os tratamentos nao
suplementados (T1 e T2), e os suplementados (T3 e T4) (p<0.001). Para os niveis
de CORT foram encontradas diferencgas significativas entre T1 no tempo 24 horas, e
T1, T2 e T3 no tempo 30 dias (p<0.05). Observamos também que, aos 30 dias de
experimentacao, os valores médios de CORT estavam muito proximos entre no T1
(controle) e o T4 (grupo suplementado com betaglucana), sendo que o T4 neste
periodo nao diferiu estatisticamente de T1 no inicio do experimento (24 horas). A
analise histopatolégica mostrou diversos tipos de lesbdes hepaticas, e rarefacdo
citoplasmatica em 100% das amostras, sugerindo deficiéncia proteica. Estes
resultados indicam que a betaglucana extraida do fungo Agaricus blazei reduziu os
efeitos do estresse provocado pelo adensamento em ra-touro Americana, além de
ter evidenciado efeito hepatoprotetor, porém o probidtico Bacillus subtillis nao se
mostrou eficiente na redugao desses mesmos efeitos nas condigcbes em que o teste
foi conduzido.

Palavras-chave: estresse, Agaricus blazei, resposta imune, corticosterona,
probidtico, betaglucana.
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Abstract

Stress is a condition in wich an organism is faced with challenging situations.
During stress, multiple endocrine responses are activated, including the release of
glucocorticoids, mainly corticosterone in amphibians. In short periods of stress,
glucocorticoids increase the mobilization of energy and improve the overall
performance of the organism. Moreover, chronic stress can lead to
immunosuppression, atrophy of tissues and decreased performance, bringing
consequences such as increased incidence of disease and mortality of animals. In
most commercial frog farms are observed mortality caused by stress agents,
becoming necessary to remove these agents from captivity, and the consequent
injury due to loss of animals. We aimed to evaluate the efficacy of dietary
supplementation with the probiotic Bacillus subtilis and with the beta-glucan extracted
from the fungus Agaricus blazei in reducing the effects of stress caused by high
density in American bullfrogs, Lithobates catesbeianus. Animals weighing 24.3 + 2:38
g were randomly distributed into four following treatments with four simultaneous
replicates: T1: 100 animals/m? (Control); T2: 236 animals/m? T3: 236 animals/m?
supplemented with probiotic; T4: 236 animals/m? supplemented with beta-glucan. We
supplied feed manually, and the experimental period was 30 days long. We
evaluated survival (S), weight gain (WG), plasma corticosterone (CORT) and non
specific immunity, i.e., phagocytic capacity (PC) and phagocytic index (Pl), at 24 h
and 15 and 30 day, and the condition of liver biochemistry and histopathology in time
24 h, and 30 days. No statistical differences were observed between treatments to
values of S (97.59 + 2.71%), PC (85.09% % 15:57) and PI (3.46 + 1.25) (p> 0.05). A
comparison of means by Tukey test showed significant differences for the GP to 30
days between treatments without supplementation (T1 and T2), and supplemented
(T3 and T4) (p <0.001). For the means levels of CORT we observed statistical
differences between T1 at 24 hours, and T1, T2 and T3 at 30 days (p <0.05). For the
other hand, at 30 days these values were very close for the T1 (control) and T4
(beta-glucan supplemented) groups, and T4 in this period did not differ statistically
from T1 at the beginning of the experiment (24 hours). Histopathological analysis
showed various types of liver injury, and cytoplasmic rarefaction in 100% of samples,
suggesting protein deficiency. These results indicate that Agaricus blazei beta-glucan
reduced the effects of stress caused by high stocking density in American bullfrogs,
and has shown hepatoprotective effect, but that the probiotic Bacillus subtillis was not
efficient in reducing these effects under the conditions in which the test was
performed.

Keywords: stress, Agaricus blazei, immune response, corticosterone, probiotic,
betaglucan.
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INTRODUGAO GERAL

O estresse € uma condi¢gdo na qual o organismo se coloca em enfrentamento
das situacbes adversas que |lhe sdo impostas, sejam ambientais ou organicas,
agudas ou crbnicas. Os agentes estressores induzem o organismo a respostas
fisiologicas compensatérias ou adaptativas para possibilitar a superagcdo dessa
condicao (WENDELAAR BONGA, 1997).

Durante o estresse, sao ativadas respostas endocrinas a fim de melhorar o
desempenho do organismo, entre elas, a liberagdo de glicocorticéides (GC). Em
anfibios, os glicocorticéides s&o liberados pelas glandulas interrenais, em resposta a
ativacdo do Eixo HPI (Hipotalamo-Pituitaria-Interrenais), sendo a corticosterona
(CORT) o principal mediador das respostas fisiolégicas e comportamentais a
mudangas ambientais (HERMAN,1992; GLENNEMEIER e DENVER, 2002b;
BELDEN et al., 2005; WADA, 2008; DENVER, 2009; DENVER, 2009; BELDEN et
al., 2010).

Em curtos periodos de estresse, os glicocorticéides aumentam a mobilizagao
de energia e o desempenho do organismo. Por outro lado, o estresse crénico pode
levar a imunossupressao, atrofia dos tecidos e redugcdo no desempenho reprodutivo
(MOSTL e PALME, 2002), trazendo consequéncias como o aumento da incidéncia
de enfermidades e da mortalidade dos animais. Durante o estresse, em estados de
exaustdo, os animais apresentam diminuicdo da resisténcia a doencas e
consequente contaminag&o por bactérias e fungos oportunistas, o que pode leva-los
a morte (BARTON e IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997).

As respostas ao estresse sdo divididas em trés categorias: primaria,
secundaria e terciaria. A primeira categoria € uma reacao de alarme, que causa
aumento das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e corticosterdides. A
segunda caracteriza-se por um estado de resisténcia que produz efeitos metabdlicos
como aumento dos batimentos cardiacos e do consumo de oxigénio, alteragdes na
glicemia, hematocrito e numero de leucocitos. A terceira é um estado de exaustao
que causa a queda de desempenho e a diminuicdo da resisténcia a doencas e,
consequentemente, a contaminagdo por bactérias e fungos oportunistas, podendo
leva-los a morte (BARTON e IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997).



Na maioria dos ranarios comerciais observa-se a mortalidade de animais
devido a agentes estressores, como manejo ou instalagdes inadequados, deficiéncia
alimentar, ma qualidade da agua ou incidéncia de enfermidades (ROCHA et al.,
2010; TEIXEIRA et al., 2012).

Na aquicultura em geral, ha interesse especial em reduzir os efeitos do
estresse e aumentar a resposta imune, o que pode ser induzido através do uso de
imunoestimulantes (ROITT et al.,, 1998), como o0s suplementos ou aditivos
alimentares representados pelos probidticos e betaglucanas (DILUZIO, 1985;
ROBERTSEN et al., 1990; FRANCA et al., 2008), uma vez que é evidente que a
composic¢ao da dieta influencia no funcionamento do sistema imune (VOLMAN et al.,
2008). Com o uso de imunoestimulantes, pode-se ainda eliminar o uso de
antibioticos da produgéo, bem como os seus inconvenientes, ou seja, a presenga de
residuos nos tecidos de animais destinados ao consumo e o desenvolvimento de
bactérias resistentes (CHAGAS, 2010).

Probidticos s&o suplementos alimentares compostos de microorganismos
vivos que beneficiam a saude do hospedeiro através do equilibrio da microbiota
intestinal, agindo como promotores de crescimento e imunomoduladores (COPOLLA
e GIL-TURNES, 2004). Em sua maioria, sdo preparados com Lactobacillus
acidophillus, Streptococcus faecium, Bacillus subtilis e em alguns casos, leveduras
(FULLER, 1989; GUZMAN, 1992). Vérios ensaios com o uso de probidticos tém
apresentado resultados promissores na criagdo de organismos aquaticos, inclusive
de anfibios (DIAS et al., 2010).

Betaglucanas sdo encontrados naturalmente como componentes de parede
celular de plantas, algas, fungos e algumas bactérias, formadas por polimeros de
polissacarideos unidos por ligacées B(1-3), B(1-4) e B(1-6), e funcionam como
imunoestimulante em mamiferos (DI LUZIO, 1985) e em peixes (ROBERTSEN et al.,
1990; COOK et al.,, 2003). O uso de betaglucanas na aquicultura € um tema
inovador, mas com resultados promissores, principalmente no cultivo de larvas de
peixes e moluscos (PLANAS e CUNHA, 1999). A utilizacdo destes suplementos
alimentares na criagao de ras é mais recente (DIAS, 2006). O fungo Agaricus blazei,
espécie nativa do Brasil, onde é conhecido popularmente como Cogumelo do Sol,

tem sido utilizado na alimentagdo humana, devido ao seu valor nutricional, e também



como suplemento alimentar, devido as suas propriedades medicinais Ao mesmo sao
atribuidos efeitos imunoestimulante, antitumoral e hepatoprotetor (FUJIMIYA et al.,
1998; MIZUNO et al., 1999; BARBISAN et al., 2003).

Na aquicultura estdo sendo utilizados testes de ativacdo e de incremento da
migracdo de macréfagos com o intuito de verificar a capacidade imunoldgica
inespecifica dos animais frente a um desafio. Esta metodologia, descrita por SILVA
et al. (2005), que trabalhou com peixes antarticos verificando a capacidade e o
indice fagocitico de macrofagos, também esta sendo utilizada para outros
organismos aquaticos como peixes e anfibios (DIAS, 2006).

O figado reflete o estado geral do organismo, e em caso de inadequagdes na
alimentacdo ou alteracbes no metabolismo, como deficiéncia nutricional,
intoxicagoes, infecgbes e parasitismo, manifesta sinais de indicativos da desordem
organica. Sendo essas alteragdes passiveis de afetar a estrutura celular, bioquimica
e morfolégica do figado, os métodos de diagndstico de enfermidades através de
analises desse 6rgao podem constituir ferramentas uUteis na avaliagao da ocorréncia
de enfermidades e estresse. O figado dos anfibios realiza fungdes fisiologicas,
incluindo metabolismo energético e proteico, sintese de ureia, secrecdo de sais
biliares, biotransformacado e detoxificagcdo, respondendo a agentes téxicos ou
infecciosos de maneira similar aos demais vertebrados (CRAWSHAW e WEINKLE,
2000).

Segundo HIPOLITO et al. (2004), a deficiéncia proteica e a presenca de
agentes infecciosos ou toxicos, bem como de micotoxinas, refletem na estrutura e
funcdo hepatica, podendo ser a causa de graves alteragcbes hepaticas quanto ao
tamanho, cor, forma e textura. Histopatologicamente é possivel observar, associado
a deficiéncia protéica, a vacuolizagao e o rompimento do contorno celular, rarefacéo
e degeneragdo celular; a micotoxicose, congestdo sanglinea, degeneragao
hidropica e gordurosa; a processos infecciosos, areas focais de hepatite e hepatite
intersticial. Os mesmos autores afirmam ainda que, para uma perfeita condigao de
criacdo animal, o bom desempenho das funcdes hepaticas é primordial, e o estudo
bioquimico dessas fungdes € uma ferramenta auxiliar no diagndstico de
enfermidades e mortalidade na ranicultura. O estudo bioquimico dos figados pode

ser também voltado para o aprimoramento da formulagdo da racédo, escolha da



melhor composigdo e matérias-primas, melhorando o desempenho nutricional da ra-
touro.

O presente trabalho encontra-se dividido em dois capitulos, na forma de
artigos cientificos. No capitulo 1, “Resposta da Suplementagdo Alimentar ao
Estresse provocado por Alta Densidade em R&-Touro Americana, Lithobates
catesbeianus”, a ser submetido a revista “Journal of the World Aquaculture Society”,
objetivamos avaliar a eficacia da suplementagao alimentar com probiético Bacillus
subtillis e com a betaglucana extraida do fungo Agaricus blazei na redugdo dos
efeitos do estresse provocado por adensamento nessa espécie animal. No capitulo
2, “Resposta Hepatica a Suplementagéo Alimentar com Probidtico e Betaglucana
Em Ra Touro Sob Condicdo De Estresse Por Adensamento”, a ser submetido ao
Boletim do Instituto de Pesca, objetivamos avaliar o efeito hepatoprotetor da
suplementagdo alimentar com probidtico Bacillus subtillis e com a betaglucana do
fungo Agaricus blazei em ra-touro submetida a condigdo de estresse por

adensamento.
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CAPITULO 1



Resposta de Aditivos Alimentares ao Estresse provocado por Alta Densidade

em Ra-Touro Americana

Effect of Dietary Supplements on Stress Caused by High Density in American

Bullfrogs

Resumo
Objetivamos avaliar a eficacia da suplementagdo alimentar com probidtico

Bacillus subtillis e com a betaglucana extraida do fungo Agaricus blazei na redugao

dos efeitos do estresse provocado por adensamento em ra-touro Americana,

Lithobates catesbeianus. Animais pesando 24.3 * 2.38 g foram distribuidos

aleatoriamente em quatro tratamentos com quatro réplicas simultdneas: T1: 100
animais/m? (Controle); T2: 236 animais/m? sem suplemento; T3: 236 animais/m?
suplementados com probidtico;, T4: 236 animais/m? suplementados com
betaglucana. Fornecemos ragdo manualmente. O periodo experimental foi de 30
dias. Avaliamos a sobrevivéncia (S), ganho em peso (GP), corticosterona plasmatica
(CORT) e a resposta imune através da capacidade fagocitica (CF) e do indice
fagocitico (IF), nos tempos 24h, 15 e 30 dias. Nao foram observadas diferencas
estatisticas para as médias de S (97.59%% 2.71), CF (85.09%%15.57) e IF
(3.46+1.25) (P>0.05). A comparagdao de médias através do teste Tuckey mostrou
diferengas significativas no GP aos 30 dias, entre os tratamentos néo
suplementados (T1 e T2) e os suplementados (T3 e T4) (p<0.001). Para os niveis de
CORT foram encontradas diferengas estatisticas entre T1 (24 horas), e T1, T2 e T3
aos 30 dias (p<0.05). Observamos também que, aos 30 dias, os valores médios de
CORT estavam muito préximos entre T1 (controle) e T4, sendo que o T4 neste
periodo nado diferiu estatisticamente de T1 no inicio do experimento. Estes

resultados indicam que a betaglucana do fungo Agaricus blazei reduziu os efeitos do

estresse por adensamento em ra-touro Americana, porém o probidtico Bacillus
subtillis ndo se mostrou eficiente nessa funcao nas condigdes de realizagao do teste.
Palavras-chave: corticosterona, Lithobates catesbeianus, resposta imune, probidtico,

betaglucana
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the efficacy of dietary supplementation

with the probiotic Bacillus subtillis and with beta-glucan from Agaricus blazei on the

effects of stress caused by high density in bullfrogs. Animals weighing 24.3 + 2.38 g
were randomly distributed into four treatments with four simultaneous replicates: T1:
100 animals/m? (control); T2: 236 animals/m?; T3: 236 animals/m? supplemented with
probiotic; and T4: 236 animals/m? supplemented with beta-glucan. We supplied food
manually. The experimental period was 30 days long. We evaluated survival (S),
weight gain (WG), plasma corticosterone (CORT) and nonspecific immunity, i.e.,
phagocytic capacity (PC) and phagocytic index (Pl), at 24 h and 15 and 30 days. No
statistical differences were observed between treatments to values of S (97.59 +
2.71%), PC (85.09% £ 15:57) and PI (3.46 + 1.25) (p> 0.05). A comparison of means
by Tukey test showed significant differences for the GP to 30 days between
treatments without supplementation (T1 and T2), and supplemented (T3 and T4) (p
<0.001). For the means levels of CORT we observed statistical differences between
T1 at 24 hours, and T1, T2 and T3 at 30 days (p <0.05). For the other hand, at 30
days these values were very close for the T1 (control) and T4 (beta-glucan
supplemented) groups, and T4 in this period did not differ statistically from T1 at the
beginning of the experiment (24 hours). These results indicate that beta-glucan
reduced the effects of stress caused by high density in bullfrogs, but that the probiotic
was not efficient in reducing these effects under the conditions in which the test was
performed.

Key words: corticosterone, Lithobates catesbeianus, immune response, probiotic,

beta-glucan
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O estresse € uma condi¢cdo na qual o organismo é desafiado a enfrentar as
situagbes que lhe sdo impostas, sejam estas ambientais, orgénicas, agudas ou
cronicas. Os agentes estressores induzem o organismo a respostas fisiolégicas
compensatdrias ou adaptativas para possibilitar a superacdo dessa condicéo
(Wendelaar Bonga 1997).

Durante o estresse, varias respostas enddcrinas sao ativadas para melhorar o
desempenho do organismo, entre elas, a liberacdo de glicocorticéides (GCs) que
aumentam a mobilizagdo de energia e o desempenho do organismo. Por outro lado,
o estresse crbénico pode levar a imunossupressao, atrofia dos tecidos e reducéo no
desempenho reprodutivo (Mostl e Palme 2002), trazendo consequéncias como o
aumento da incidéncia de enfermidades e mortalidade dos animais.

Nos vertebrados, as respostas ao estresse sao reguladas por GCs, sendo a
corticosterona (CORT) o principal horménio ligado a este processo em anfibios
(Belden et al. 2005; Denver 2009). Em mamiferos, os GCs séao liberados pelo cortex
adrenal em resposta a ativacdo do Eixo HPA (Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal) e
desempenham papel importante na resposta ao estresse. Em anfibios, sao liberados
pela glandula pituitaria anterior e pelas glandulas interrenais, em resposta a ativagao
do Eixo HPI (Hipotalamo-Pituitaria-Interrenais), sendo esses hormonios os principais
mediadores das respostas fisioldgicas e comportamentais a estimulos adversas
(Herman 1992; Glennemeier e Denver 2002b; Wada 2008; Denver 2009; Belden et
al. 2010).

Na maioria dos ranarios comerciais observa-se a mortalidade de animais
devido a agentes estressores, como instalagbes ou manejos inadequados, ma
qualidade da agua, deficiéncia alimentar ou incidéncia de enfermidades (Rocha et al.
2010; Teixeira et al. 2012). Na aquicultura em geral, ha interesse especial em reduzir
os efeitos do estresse e aumentar a resposta imune, o que pode ser induzido
através do uso de imunoestimulantes (Roitt et al. 1998), como probidticos e
betaglucanas (Diluzio 1985; Robertsen et al. 1990; Franca et al. 2008), uma vez que
€ evidente que a composicao da dieta influencia no funcionamento do sistema imune
(Volman et al. 2008).

Os probidticos, além de sua atividade como promotores de crescimento e

reguladores de microbiota das mucosas, tém efeito imunomodulador (Copolla e Gil-
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Turnes 2004). Em sua maioria, sdo preparados com Lactobacillus acidophillus,

Streptococcus faecium, Bacillus subtillis e em alguns casos, leveduras (Fuller 1989;

Guzman 1992). Betaglucanas de leveduras e de fungos também sao capazes de
incrementar a fungdo de células imunitarias (Volman et al. 2008).
Objetivamos com este trabalho avaliar a eficacia do probidtico Bacillus

subtillis, e da betaglucana do fungo Agaricus blazei (Cogumelo do Sol®) na redugéo

dos efeitos do estresse provocado por adensamento em ras-touro, Lithobates

catesbeianus.

Materiais e métodos

Foram utilizados 440 animais apds a metamorfose com 45 dias de idade, e
peso médio de 24.34 + 2.38 g, adquiridos em ranario comercial. Os organismos
foram transportados para o Laboratério Interinstitucional de Sanidade em
Aquicultura, em Sao Paulo/APTA/SAA. Neste local foram aclimatados por cinco dias
em sala com temperatura ambiente (aferida todos os dias) e fotoperiodo controlado
(12:12h L:E). ApOs este periodo os animais foram pesados e distribuidos em 16
caixas de polipropileno (0.47 x 0.30 x 0.17 m) (Bueno-Guimaraes 1999), inundadas
com lamina d’agua de 0.03 m. Foi utilizada agua da rede publica, declorada por
aeragao e repouso noturno, para o abastecimento e limpeza diaria das caixas,
realizada de forma rapida a fim de causar o minimo de perturbagao aos animais.

Foi utilizado Delineamento Inteiramente Casualizado, composto por quatro
tratamentos com quatro replicas simultaneas: Tratamento 1 (controle): densidade de
estocagem 100 animais/m? (Ferreira et al. 2002), sem suplementagdo alimentar;
Tratamento 2: densidade de estocagem de 236 animais/m?, sem suplementagdo
alimentar; Tratamento 3: densidade de estocagem 236 animais/m?, suplementado

com probiético comercial a base de Bacillus subtillis (Cepa C-3102, 10° UFC/g);

Tratamento 4: densidade de estocagem 236 animais/m? suplementado com

betaglucana do fungo Agaricus blazei (Cogumelo do Sol ®, Cogumelos Valemar, 167

mg/g betaglucana, 40 mg betaglucana livre, 2.4 mg/g proteina, 0.2 mg/g fenol).
Ambos suplementos adicionados na proporgdo de 10g/kg de ragdo. As densidades
de 100 animais/m? e 236 animais/m? equivalem respectivamente a 14 e 32 animais

por caixa. O periodo experimental foi de 30 dias.
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Os animais previamente condicionados a se alimentar com racédo oferecida
manualmente, a mesma oferecida em ranarios que adotam o sistema inundado de
criagcdo (NAVA, 2005), foram alimentados (3% da biomassa) com ragdo comercial
para peixes extrusada (Nutripeixe TC45™ Purina. 45% Proteina Bruta, 14% Extrato
Etéreo, 6% Fibra Bruta, 2,5% Calcio, 1% Fosforo, 14% Cinzas, 21% Carboidratos,
Vitamina C 300 mg, Energia Bruta 4180 Kcal/kg), duas vezes ao dia. Os
suplementos foram misturados a ragédo por aspersao de 2% de dOleo vegetal. O
periodo experimental teve a duracédo de 30 dias.

Para respondermos aos objetivos desse estudo foram avaliados o ganho em
peso (GP) e sobrevivéncia, além das andlises de corticosterona plasmatica (CORT)
e imunidade especifica por meio de um desafio imunoldgico.

Dois organismos de cada réplica (oito animais por tratamento) foram
amostrados nos tempos 24 horas, 15 e 30 dias de experimentagao, para coleta de
sangue destinado a avaliagdo da CORT, totalizando 96 animais. A amostragem foi
realizada por meio da puncdo do vaso do membro posterior utilizando seringas e
agulhas descartaveis e heparinizadas. Medidas para evitar o possivel estresse
causado pela captura e coleta de sangue foram tomadas, tais como: coletas
realizadas no periodo da manha, envolvimento dos animais em gaze e aplicagao de
anestésico topico (Lidocaina®). O procedimento de captura de animais e coleta de
amostras compreendeu um tempo médio de 3 minutos. Apdés a amostragem, as
aliquotas de sangue foram acondicionadas em microtubos, centrifugadas a 2000 x g
por cinco minutos para a obtengao do plasma e congeladas para posterior analise. A
dosagem da corticosterona plasmatica (CORT) foi realizada através de
radioimunoensaio (RIE) em fase liquida, utilizando-se conjunto diagndstico comercial
(ImunoChem® Double Antibody Corticosterone 1'?® RIA kit MP Biomedicals, LLC,
Orangeburg, NY, USA), de acordo com as indicagbes do fabricante e previamente
validado para esta espécie (Teixeira et al. 2012). As analises foram feitas no
Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodugdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP).

Para realizagdo do desafio imunoldgico foram amostrados oito animais no
inicio do experimento (MZ — Momento Zero) e outros 32 animais ao final do

experimento (30 dias) (dois de cada réplica). Os individuos foram inoculados com 2

15



mL de solugdo de levedura (Saccharomyces cerevisiae) na cavidade abdominal,

com concentragdo aproximada de 11.000 cel/mm?® (Dias et al. 2010). Apds a
incubacao de 2h, os animais foram eutanaziados em solu¢do de benzocaina (3g/L).
Em seguida foram submetidos a lavagem da cavidade abdominal com solugéo
Ringer para anfibios, através de corte lateral do abdome. O material foi centrifugado
a 251 x g por cinco minutos. O precipitado foi separado do sobrenadante,
ressuspendido e colocado sobre lamina de vidro, e visualizado em microscopio de
contraste de fases para a contagem dos fagocitos ativos e do total de leveduras
fagocitadas. A capacidade fagocitica (CF) foi calculada através do numero de
fagécitos ativos por 100, e o indice fagocitico (IF) através do numero total de
leveduras fagocitadas dividido pelo numero de fagdcitos ativos (Silva et al. 2005;
Franca et al. 2008; Dias et al. 2010).

A analise descritiva das variaveis do estudo foi realizada em termos de seus
valores de tendéncia central e de dispersao. Testes foram feitos para verificar a
normalidade dos dados (Lilliefors) e a homogeneidade das variancias (F). Os dados
foram transformados em log (x+1) para atender a premissa de normalidade. Para
comparacao das médias realizamos a analise de varidancia (ANOVA TWO WAY)
seguido dos testes de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas
quando P<0.05 (ZAR 1999).

Resultados

Durante o periodo experimental, a temperatura média minima foi 22.14+1.08
C, e a maxima, 23.96 +1.04 C nao apresentando alteragdes que pudessem interferir
nos resultados obtidos, estando dentro dos niveis de conforto térmico para esses
animais recomendados por Braga e Lima (2001).

A Tabela 1 apresenta os valores médios de ganho em peso (GP) e
sobrevivéncia (S) nos distintos tratamentos, aos 30 dias de experimentagdo. A
comparagao de médias através do teste Tuckey mostrou diferengas significativas
para o GP aos 30 dias, entre os tratamentos ndo suplementados (T1 e T2), e os
suplementados (T3 e T4) (p<0.001). Nao foram observadas diferengas estatisticas
para as meédias de S = 97.59%+ 2.71 (P>0.5).
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Tabela 1. Valores médios de Ganho em peso e Sobrevivéncia de ra-touro nos
distintos tratamentos, aos 30 dias de experimentacéo (n=440).
Tratamento Ganho em Peso (g) Sobrevivéncia (%)

T1 37.55+6.92 a 96.42+4.13
T2 28.46+5.18 a 98.43+1.81
T3 13.49+7.47 b 96.87+3.13
T4 16.79+1.56 b 98.43+1.81

As médias foram comparadas nas colunas onde letras diferentes representam diferencas
estatisticas (P<0.05). T1 (controle): 100 animais/m?, sem suplementacgao alimentar; T2: 236
animais/m?, sem suplementagdo alimentar; T3: 236 animais/m? suplementado com
probidtico a base de Bacillus subtillis; T4: 236 animais/m?, suplementado com betaglucana
do fungo Agaricus blazei.

Os parametros de sensibilidade e variagéo inter e intraensaio foram testados
para garantir a qualidade laboratorial dos conjuntos diagndsticos (MP Biomedicals)
de dosagem de corticosterona plasmatica (CORT). A sensibilidade do ensaio foi de
1.99 ng/mL, sendo os coeficientes de variagcdo intraensaio baixo e alto de 6% e
3.66%, respectivamente.

Os valores médios de CORT nos distintos tratamentos e tempos de coleta

durante o periodo experimental encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Niveis médios e desvio padrao de corticosterona plasmatica (CORT) em
rés-touro, nos distintos tratamentos e tempos de coleta (24 horas, 15 e 30 dias).
Dosagens expressas em ng/mL (n=96).

Tratamento 24 horas 15 dias 30 dias
T 4.35+246a 8.12+3.65a 11.25+3.08b
T2 9.27+2.39a 10.7145.95a 15.84+6.51b
T3 6.11+1.38a 9.99+295a 16.86x7.21b
T4 7.15+4.71a 13.65+7.70b 8.55+5.83 a

As médias foram comparadas nas colunas (tempo) e linhas (tratamentos) onde letras
diferentes representam diferengas estatisticas (P<0.05). T1 (controle): 100 animais/m?, sem
suplementagdo alimentar; T2: 236 animais/m?, sem suplementagdo alimentar; T3: 236
animais/m?, suplementado com probidtico a8 base de Bacillus subtillis; T4: 236 animais/m?,
suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.

Verificamos aumento linear nos niveis de CORT entre os tempos 24 horas, 15
e 30 dias em todos os tratamentos, porém esse aumento nao diferiu estatisticamente
entre tempos. Para os niveis de CORT foram encontradas diferengas significativas

entre T1 no tempo 24 horas, e T1, T2 e T3 no tempo 30 dias (p<0.05). Observamos
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também que, aos 30 dias de experimentacao, os valores médios de CORT estavam
muito proximos entre no T1 (controle) e o T4 (grupo suplementado com
betaglucana), sendo que o T4 neste periodo nao diferiu estatisticamente de T1 no
inicio do experimento (24 horas). Na Figura 1 pode-se observar nitidamente o
aumento dos valores de CORT no T4 (grupo suplementado com betaglucana) aos

15 dias, com redugao nesses valores aos 30 dias.

F(6, 58)=2.5161, p=.03117
Vertical bars denote +/- standard errors
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Figura 1: Niveis médios de corticosterona plasmatica (CORT) em ras-touro, nos
distintos tratamentos e tempos de coleta (24 horas, 15 e 30 dias). Dosagens
expressas em ng/mL.

As médias de Capacidade Fagocitica (CF) e indice Fagocitico (IF) obtidas
através do desafio para verificar a resposta imune estdo descritos na Tabela 3. Ao
final do experimento, a CF média foi de 85.09%+15.57, e o IF médio, 3.46+1.25, ndo
diferindo estatisticamente quando comparados pelo teste de Tukey (P>0.05). Porém,
quando comparados com Momento Zero, observamos um incremento na resposta

imune.
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Tabela 3: Médias e desvio padrdo da Capacidade Fagocitica, indice Fagocitico em
ra-touro apds desafio imunolégico com Saccharomyces cerevisiae nos diferentes
tratamentos aos 30 dias (n = 40).

Tratamento Momento Capacidade Fagocitica indice
Zero % Fagocitico
T1 84.71+14.96 3.32+1.30
T2 CF 22.3+8.86 91.33+10.02 3.62+1.78
T3 86.40+8.88 3.73+0.96
T4 IF 1.26£0.41 81.25+22.49 3.33+1.40

T1 (controle): 100 animais/m?, sem suplementagdo alimentar; T2: 236 animais/m?, sem
suplementacéo alimentar; T3: 236 animais/m?, suplementado com probidtico a base de Bacillus
subtillis; T4: 236 animais/m?, suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.

Discussao
Nesse estudo, investigamos se animais estimulados pelo adensamento teriam
os efeitos desta condicdo de estresse reduzidos através da utilizacdo de dietas

suplementadas com probidtico Bacillus subtillis e betaglucana do fungo Agaricus

blazei. E conhecido que os vertebrados geralmente respondem a esse tipo de
estimulo estressor com aumento nos niveis plasmaticos de GCs (Romero 2002),
corticosterona (CORT) no caso de anfibios (Wada 2008). Os GCs desempenham
papel importante na mobilizagdo de energia, especialmente durante o estimulo
estressor, com aumento na taxa metabdlica, reducédo na ingestdo de alimentos,
mobilizagcdo de reservas de energia, redugdo no ganho em peso e crescimento e
reducao da atividade fagocitica (Moberg 2000). Esperavamos que a suplementagao
com probidtico e betaglucana reduzisse os niveis de CORT e incrementasse a
resposta a imunidade inespecifica dos animais. Entretanto, ndo observamos
alteragdes na sobrevivéncia e na resposta imune. Isto corrobora as afirmacgdes de
Fontanello et al. (1987) que reportam que € comum a ocorréncia de altas taxas de
sobrevivéncia para ras-touro com peso médio acima de 12 g, devido ao fato de ja
terem passado pela fase critica da metamorfose. Os animais utilizados nessa
experimentacdo foram escolhidos apos esta fase (45 dias) e a alta taxa de
sobrevivéncia ja era esperada, principalmente na condicdo experimental de
laboratorio onde se tem maior controle sobre os animais.

Entre os grupos submetidos a condicdo de estresse por adensamento, os
tratamentos nao suplementados (T1 e T2) apresentaram maior GP do que os que

receberam a suplementagao (probiotico e betaglucana) adicionado a ragéo (T3 e
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T4). Algumas hipoteses podem explicar esses resultados tais como a presencga de
polissacarideos ndo-amilaceos (PNA) e/ou o curto periodo experimental. Francis et
al. (2001) e Leenhouwers et al. (2006) reportam que os PNA presentes nas
betaglucanas (componentes da parede celular de bactérias e fungos) constituem-se
em um fator antinutricional. Possivelmente eles possam ter interferido na absorcao e
utilizagado de nutrientes, afetando negativamente o GP nos grupos suplementados.
Por outro lado, Dias et al. (2010) observaram um incremento no GP e na resposta
imune de ras-touro, tratadas com o mesmo probidético, fornecido na mesma dosagem
e condi¢des, porém em um periodo mais prolongado (112 dias), o que indicaria que
o periodo experimental utilizado neste trabalho nao tenha sido suficiente para que
fossem observados os efeitos do probiotico sobre o GP.

Observamos um incremento nos niveis de CORT em todos os grupos na
primeira quinzena do experimento, porém esse incremento foi significativo apenas
em T4. Este incremento pode ser atribuido ao confinamento, corroborando com os
resultados de Belden et al. (2005), que estudaram os efeitos do estresse de animais
em confinamento, e com os de Glennemeier e Denver (2002), Crespi e Denver
(2005) e Teixeira et al. (2012), que trabalharam com animais submetidos a altas
densidades de estocagem. Ao final do experimento, observamos o efeito redutor do
estresse no grupo suplementado com a betaglucana (T4), através da diminuicdo dos
niveis de CORT até valores abaixo dos encontrados no grupo controle, diferindo
estatisticamente dos valores encontrados para o mesmo parametro nos demais
tratamentos nesse periodo.

Os subsidios bibliograficos relacionando valores de GCs em anfibios e o uso
de betaglucanas sédo escassos. Este tipo de estudo, assim como o uso de outros
aditivos alimentares é relativamente recente na aquicultura, em especial em criacéo
de ras (Dias et al. 2010), ndo estando completamente elucidado o mecanismo exato
pelo qual a betaglucana diminui os niveis de GCs. Eicher et al. (2006), avaliando os
perfis de cortisol plasmatico em suinos sob desafio imunolégico e recebendo

suplementagdo com betaglucana da levedura Saccharomyces cerevisiae,

constataram que os perfis de cortisol plasmatico sofreram um incremento durante o
periodo experimental, porém mantiveram-se em niveis inferiores aos encontrados no

grupo controle. Estes autores afirmam que a betaglucana atua na redugédo da
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liberagdo de citocinas, que afetam o eixo HPA (HPI em anfibios), reduzindo a
liberagdo de ACTH pelas glandulas adrenais (interrenais em anfibios) e,
consequentemente, a producgao e liberacdo dos GCs.

Na aquicultura estdo sendo utilizados testes de ativacéo e de incremento da
migracdo de macréfagos com o intuito de verificar a capacidade imunoldgica
inespecifica dos animais frente a um desafio (Silva et al. 2005). Riciardella et al.
(2010) afirmam que os GCs alteram o metabolismo intermediario e aumentam a
disponibilidade de energia e algumas respostas imunes, agindo de forma adaptativa
e ajudando o organismo a lidar com o estimulo estressor. Entretanto, como dito
anteriormente, para comprovar o efeito imunomodulador através de um teste de
desafio de imunidade inespecifica, teriamos que realizar um novo teste, ampliando o
periodo experimental da alimentagao suplementada com os aditivos utilizados.

A utilizagédo de probidticos e betaglucanas como suplementos alimentares em
aquicultura pode constituir uma alternativa ao uso de antibiéticos, melhorando os

aspectos sanitarios e os parametros zootécnicos, 0 que € altamente desejavel em

qualquer exploracdo animal com fins comerciais. O probidtico Bacillus subtillis tem
mostrado efeitos promissores em aquicultura, especialmente no estimulo do sistema
imune e no incremento do crescimento e ganho em peso, porém é necessario o uso
prolongado para que os resultados sejam visiveis. A betaglucana do fungo Agaricus
blazei, com conhecido efeito imunomodulador, hepatoprotetor, e anticancerigeno,
mostrou-se também um potencial redutor dos efeitos do estresse, especialmente na
reducao dos niveis de glicocorticdéides, uma vez que o estresse crénico pode

promover danos fisiopatoldgicos nos sistemas que sao atingidos por esse estimulo.

Conclusobes

A betaglucana do fungo Agaricus blazei reduziu ao longo do tempo os efeitos

do estresse provocado por adensamento, porém o probiético Bacillus subtillis ndo se

mostrou eficiente nessa situagéo para ras-touro (Litobathes catesbeianus).
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CAPITULO 2



RESPOSTA HEPATICA A SUPLEMENTAGAO ALIMENTAR COM PROBIOTICO E
BETAGLUCANA EM RA-TOURO SOB CONDIGAO DE ESTRESSE POR
ADENSAMENTO

RESUMO

Objetivamos avaliar o efeito hepatoprotetor da suplementagdo alimentar com
probiodtico Bacillus subtillis e com a betaglucana do fungo Agaricus blazei em ra-
touro submetida a condicdo de estresse por adensamento. Animais pesando 24,3 +
2,38 g foram distribuidos aleatoriamente em quatro tratamentos com quatro réplicas
simultaneas, sendo: T1: 100 animais/m? (Controle); T2: 236 animais/m?, T3: 236
animais/m?, suplementados com probiético; T4: 236 animais/m?, suplementados com
betaglucana. Foram avaliadas a sobrevivéncia (S), ganho em peso (GP), e a
condicao bioquimica e histopatolégica dos figados. Nao foi observada diferenca
estatistica para sobrevivéncia (97,72%) entre tratamentos (p > 0,05), porém foram
observadas diferengas significativas para o GP aos 30 dias, entre os tratamentos
ndo suplementados (T1 e T2), e os suplementados (T3 e T4) (p<0,001). As
avaliagdes bioquimicas dos figados mostraram condi¢gdes muito proximas entre T1 e
T4. A anadlise histopatolégica mostrou diversos tipos de lesbes, e rarefagao
citoplasmatica em 100% das amostras, sugerindo deficiéncia proteica. A
betaglucana do fungo Agaricus blazei mostrou efeito hepatoprotetor, reduzindo os
efeitos do estresse sobre o figado em ra touro americana, Lithobates catesbeianus,
porém o probiodtico Bacillus subtillis nao mostrou o mesmo potencial efeito sobre o
figado, nas condi¢des de realizagao do teste.

Palavras-chave: estresse, adensamento, figado, suplementacdo alimentar,
probidtico, betaglucana
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LIVER RESPONSE TO DIETARY SUPPLEMENTATION WITH PROBIOTIC AND
BETA-GLUCAN IN AMERICAN BULLFROG UNDER HIGH STORAGE DENSITY
STRESS

ABSTRACT

We aimed to evaluate the hepatoprotective effect of dietary supplementation with the
probiotic Bacillus subtilis and with beta-glucan extracted from the fungus Agaricus
blazei in American bullfrog Lithobates catesbeianus in condition of high storage
density. Animals weighing 24,3 + 2,38 g were randomly assigned to four treatments
with four replicates simultaneously: T1: 100 animals/m? (Control); T2: 236
animals/m?; T3: 236 animals/m? supplemented with probiotic; T4: 236 animals/m?
supplemented with beta-glucan. We evaluated survival (S), weight gain (WG), and
the condition of liver biochemistry and histopathology. There was no statistical
difference in survival (97,72%) between treatments (p > 0,05), but were observed
significant differences for weight gain at 30 days, between not supplemented
treatments (T1 and T2) and supplemented treatments (T3 and T4). (p < 0,001).
Biochemical analysis showed conditions very near among T1 and T4.
Histopathological analysis revealed various types of lesions, and cytoplasmic
rarefaction in 100% of the samples, suggesting protein deficiency. The beta-glucan
extracted of fungus Agaricus blazei reduced the effects of stress by high stocking
density on American bullfrog, Lithobates catesbeianus, and has shown
hepatoprotective effect, reducing the stress effects on liver, but the probiotic Bacillus
subtilis was not effective in reducing the effects of stress, on the conditions of the
test.

Keywords: stress, high storage density, liver, dietary supplementation, probiotics,
beta-glucan
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INTRODUGAO

O estresse representa uma condi¢gdo na qual a homeostase do organismo €&
perturbada por estimulos estressores, que induzem respostas fisiologicas
compensatoérias e/ou adaptativas, a fim de capacitar o organismo a superar a
situacdo que lhe € imposta, seja ela de origem ambiental ou orgéanica, aguda ou
cronica (WENDELAAR BONGA, 1997). Nos vertebrados, as respostas ao estresse
séo reguladas por glicocorticoides (GCs), sendo a corticosterona (CORT) o principal
horménio ligado a este processo em anfibios (BELDEN et al., 2005; DENVER,
2009). Uma das agdes dos GCs é mobilizar estoques de energia e disponibiliza-la

para que o organismo possa superar os periodos de estresse (ROMERO, 2002).

O figado dos anfibios realiza diversas funcgdes fisiologicas, incluindo
metabolismo energético e proteico, sintese de ureia, secrecdo de sais biliares,
biotransformacao e detoxificagdo, respondendo a agentes tdxicos ou infecciosos de
maneira similar aos demais vertebrados (CRAWSHAW e WEINKLE, 2000). O
mesmo é capaz de manifestar sinais de desordem orgénica como deficiéncia
nutricional, intoxicacdes, infeccbes ou parasitismo, através de alteracbes na sua
estrutura celular, bioquimica e morfolégica. Sob a agcdo de GCs, este érgéo pode
sofrer alteragdes importantes. Sendo assim, os métodos de diagndstico através de
analises hepaticas podem constituir ferramentas uteis na avaliagdo da ocorréncia de
enfermidades e estresse (HIPOLITO et al., 2004).

Na aquicultura, a utilizacdo de suplementos alimentares, como por exemplo,
probidticos e betaglucanas, visa aumentar a produgéo, diminuindo a mortalidade de
animais em decorréncia do estresse, imunosupressao e enfermidades (DILUZIO,
1985; ROBERTSEN et al., 1990; FRANCA et al., 2008). Os probioéticos, além de sua
atividade como promotores de crescimento e reguladores de microbiota das
mucosas, tem efeito imunomodulador (COPOLLA e GIL-TURNES, 2004), podendo
promover diversos beneficios a saude do hospedeiro. Betaglucanas sao polimeros
de polissacarideos unidos por ligagdes B(1-3), B(1-4) e B(1-6), encontrados

naturalmente como componentes de parede celular de plantas, algas, fungos e
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algumas bactérias. A esses compostos sdo atribuidos efeitos imunoestimulante,
antitumoral e hepatoprotetor (BARBISAN et al., 2003; FUJIMIYA et al., 1998;
MIZUNO et al.,, 1999). O uso de probidticos e de betaglucanas na aquicultura é
inovador, e seu estudo tem mostrado resultados promissores (DIAS et al., 2010;
PLANAS e CUNHA, 1999)

Nesse estudo objetivamos avaliar o efeito hepatoprotetor da suplementagao
alimentar com probiotico Bacillus subtillis e com a betaglucana do fungo Agaricus

blazei em ra-touro americana submetida a condi¢cao de estresse por adensamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 440 animais apds a metamorfose com 45 dias de idade, e
peso médio de 24,34 + 2,38 g, adquiridos em ranario comercial. Os organismos
foram transportados para o Laboratério Interinstitucional de Sanidade em
Aquicultura, em Sao Paulo/APTA/SAA. Neste local foram aclimatados por cinco dias
em sala com temperatura ambiente (aferida todos os dias) e fotoperiodo controlado
(12:12h L:E). Apds este periodo os animais foram pesados e distribuidos em 16
caixas de polipropileno (0,47 x 0,30 x 0,17 m) (BUENO-GUIMARAES, 1999),
inundadas com lamina d’agua de 0,03 m. Foi utilizada agua da rede publica,
declorada por aeragao e repouso noturno, para o abastecimento e limpeza diaria das
caixas, realizada de forma rapida a fim de causar o minimo de perturbagcdo aos

animais.

Foi utilizado Delineamento Inteiramente Casualizado, composto por quatro
tratamentos com quatro replicas simultaneas: Tratamento 1 (controle): densidade de
estocagem 100 animais/m? (FERREIRA et al., 2002), sem suplementacgao alimentar;
Tratamento 2: densidade de estocagem de 236 animais/m?, sem suplementagéo
alimentar; Tratamento 3: densidade de estocagem 236 animais/m?, suplementado
com probidtico comercial a base de Bacillus subtillis (Cepa C-3102, 10° UFC/g);

Tratamento 4: densidade de estocagem 236 animais/m? suplementado com
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betaglucana do fungo Agaricus blazei (Cogumelo do Sol ®, Cogumelos Valemar, 167
mg/g betaglucana, 40 mg betaglucana livre, 2,4 mg/g proteina, 0,2 mg/g fenol).
Ambos suplementos adicionados na proporcdo de 10g/kg de ragao. As densidades
de 100 animais/m? e 236 animais/m? equivalem respectivamente a 14 e 32 animais

por caixa. O periodo experimental foi de 30 dias.

Os animais previamente condicionados a se alimentar com racédo oferecida
manualmente, a mesma oferecida em ranarios que adotam o sistema inundado de
criagdo (FAO, 2012), foram alimentados (3% da biomassa) com ragdo comercial
para peixes extrusada (Nutripeixe TC45™ Purina. 45% Proteina Bruta, 14% Extrato
Etéreo, 6% Fibra Bruta, 2,5% Calcio, 1% Fosforo, 14% Cinzas, 21% Carboidratos,
Vitamina C 300 mg, Energia Bruta 4180 Kcal/kg), duas vezes ao dia. Os
suplementos foram misturados a ragéo por aspersao de 2% de dOleo vegetal. O

periodo experimental teve a duragao de 30 dias.

Para as avaliagbes bioquimicas e histopatolégicas dos figados foram
coletados aleatoriamente amostras de oito animais no Momento Zero (MZ,
correspondente ao primeiro dia do experimento) e de outros oito animais ao final do
experimento (dois de cada tratamento). Os animais foram eutanaziados em solugao
de benzocaina (3 g/L), e em seguida procedeu-se a coleta dos figados. Parte das
amostras de figados coletadas foi mantida sob congelamento para analise
bioquimica, e parte fixada em formalina 10% em tampao fosfato pH 7,4 para analise

histopatologica.

Nas analises bioquimicas, foi preparado o p6 cetdnico dos figados através da
extracdo com acetona resfriada (-18 °C), sendo em seguida filtrado em papel-filtro. O
po cetdnico resultante foi seco em dessecador e conservado sob congelamento para
posterior analise. A ressuspensdo foi realizada no momento de cada analise,
utilizando tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 e 0,25 % de acido citrico (HIPOLITO et al.,
2002).

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método de Lowry
(LOWRY et al., 1951) expressa em mg SAB/mL (SAB = Soro-Albumina Bovina), e a

quantificacao de fendis foi realizada através do reativo de Folin-Ciocalteau, expressa

32



em mg acido clorogénico (SWAIN e HILLIS, 1959). As atividades enzimaticas in vitro
da peroxidase e da polifenoloxidase foram determinadas em espectrofotdmetro
computadorizado. A atividade da peroxidase foi determinada medindo-se a variagao
de absorbancia do tetraguaiacol formado na reagao enzimatica com comprimento de
onda de 470 nm (MOERSCHBACHER et al., 1986). A absorbéancia foi lida em 2
minutos e a atividade especifica foi expressa como nKat/mgSAB/g de amostra
(SOUTHERTON e DEVERALL, 1990). Para a atividade da polifenoloxidase, mediu-
se a variagao de ortoquinona formado na reacdo enzimatica com comprimento de
onda de 495 nm. A absorbancia foi lida em 2 minutos e a atividade expressada como
nKat/mgSAB/g de amostra (SRIVASTAVA, 1987). A dosagem de glicose nos figados
foi realizada segundo o método de Antrona baseado em DISCHE (1962), tendo sido

os resultados expressos em mg/g.

Os cortes histologicos foram preparados através da fixagdo de amostras dos
figados em formalina a 10% tamponada pH 7,4, diafanizagdo em xilol, inclusdo em
blocos de parafina, corte em micrétomo a 5 ym de expessura, montagem em lamina
de vidro, coloragdo em Hematoxilina-Eosina (GARTNER e HIATT, 1999), e
observagdo ao microscopio oOtico de transmissdo de Iluz para avaliagao
histopatoldgica. Os resultados foram quantificados em porcentagem de ocorréncias

de cada tipo de lesdo observada por numero de laminas analisadas.

Os dados foram transformados em log (x+1) para atender a premissa de
normalidade. Para comparagdo das médias realizamos a analise de variancia
(ANOVA TWO WAY) seguido dos testes de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05 (ZAR, 1999).

RESULTADOS

Durante o periodo experimental, a temperatura média foi 23,05 +1,0 °C nao
apresentando variagdes que pudessem interferir nos resultados obtidos (BRAGA e
LIMA, 2001).
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Aos 30 dias de experimentagdo o Ganho em Peso (GP) e Sobrevivéncia (S)
média foram 37,559+6,92 e 96,42%+4,13 no Tratamento 1; 28,46g+5,18 e 98,43%
+1,81 no Tratamento 2; 13,49g+7,47 e 96,87%+3,13 no Tratamento 3 e; 16,79g+1,56
e 98,43%=1,81 no Tratamento 4. Nao foram observadas diferencas estatisticas para
as médias de Sobrevivéncia (p>0,5), mas a ANOVA fatorial demonstrou diferengas
altamente significativas para o GP, entre os tratamentos ndo suplementados (T1 e
T2), e os suplementados (T3 e T4) (p<0,001).

Os resultados dos parametros bioquimicos hepaticos avaliados encontram-se

na Tabela 1.
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Tabela 1: Avaliagbes bioquimicas de amostras de figados de ra-touro Americana, Lithobates catesbeianus, coletados no Momento
Zero (MZ) e ao final do experimento (n = 16)

Proteinas Fendis Atividade da POD* Atividade da PPO*
(mg SAB/mL) (mg Ac. Clorogénico) (nKat/mgSAB/qg) (nKat/mgSAB/qg) Glicose (mg/qg)
Tratamento | MZ* Final MZ* Final MZ* Final MZ* Final MZ* Final
T1 1,41+0,04 a 0,23+0,005 b 0,00*+0,00 0,035+0,005 b 14,27+3,97 b
T2 © 2,59+0,21b f 0,26+0,045 b © 2,40+0,20 b f_“ 0,015+0,005 ¢ o 25,85+3,89c¢c
S @ 8 o 0
9 g Fy g X
T3 % 1,64+0,01 a H 0,31+0,025 a § 0,00*+0,00 © 0,025+0,015 d H 20,41x1,55a,c
- - o o
T4 1,52+0,00a 0,22+0,01 b 0,00*+0,00 0,035+0,00b 17,17¢1,12d

As médias foram comparadas nas colunas onde letras diferentes representam diferencgas estatisticas (p<0,05).

MZ — Momento Zero; POD: Peroxidase; PPO: Polifenoloxidase.

T1: Controle, 100 animais/m?, sem suplementacdo alimentar. T2: 236 animais/m?, sem suplementagdo alimentar. T3: 236 animais/m?,
suplementado com probidtico a base de Bacillus subtillis. T4: 236 animais/m?, suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.

*. A atividade da enzima Peroxidase foi detectada em niveis proximos de zero.
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Os resultados da quantificacdo de proteinas analisados através da
ANOVA evidenciaram aumento estatisticamente significativo (p<0,05) para este
parametro entre MZ e T2. A producao de fendis (degradagdo de proteinas),
também foi diferente estatisticamente entre MZ e 30 dias, mostrando que os
dados dos MZ foram semelhantes apenas quando comparados com o T3
(tratamento suplementado com probiéticos). A atividade da enzima Peroxidase
(POD) no MZ foi de 8,5315,06, porém, aos 30 dias de experimento, a mesma

manteve-se em niveis consideraveis apenas em T2 (2,40+0,20), apresentando-

se em valores proximos de zero nos demais tratamentos.. A atividade da
enzima Polifenoloxidase (PPO) diminuiu significativamente entre MZ e 30 dias
nos diferentes tratamentos. A Glicose hepatica apresentou diferengca entre MZ

e os tratamentos, sendo menor no T1 e T4 e mais elevada no T2 e T3.

As alteragcdes morfolégicas encontradas nos cortes de figados durante a
analise histopatoldgica estdo descritas na Tabela 2. Foram encontrados
diversos tipos de lesdes, tendo sido a rarefagao citoplasmatica detectada em

100% das amostras submetidas aos tratamentos.

Tabela 2: Alteragdes morfolégicas observadas através de analise
histopatolégica em amostras de figados de ra-touro Americana, Lithobates
catesbeianus, coletados no Momento Zero (MZ) e ao final do experimento.
(n=16)

Alteracao MZ T1 T2 T3 T4
Rarefacao 77,78% 75% 100% 100% 100%
citoplasmatica
Melanomacréfagos 100% 25% 100% 66,67% 75%
Hepatite 44 ,45% * 33,34% 33,34% 50%
monolinfocitaria
Areas hemorréagicas 11,12% * 66,67% * *
Pontos necréticos 11,12% 25% 66,67% * 50%
Granuloma 11,12% 25% * 66,67% 25%
Leucdcitos diversos 11,12% 25% 33,34% 66,67% 50%

O simbolo * indica auséncia da alteracdo correspondente. T1: Controle, 100
animais/m?, sem suplementagéo alimentar. T2: 236 animais/m?, sem suplementagao
alimentar. T3: 236 animais/m?, suplementado com probidtico a base de Bacillus
subtillis. T4: 236 animais/m?, suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.



A Figura 1 mostra um corte histoléogico de uma amostra de figado do
Tratamento 2 (T2), apresentando rarefagdo do citoplasma, hepatite

monolinfocitaria e presenga de melanomacroéfagos.

Figura 1: Corte histolégico de figado de ra-touro, Lithobates catesbeianus,
apresentando rarefagao citoplasmatica (a), hepatite monolinfocitaria (b) e presenga de
melanomacrofagos (c), visto ao microscépio 6tico de transmissido. Escala 100 pm.
Coloragao Hematoxilina-Eosina.

DISCUSSAO

Nesse estudo objetivamos avaliar o efeito hepatoprotetor da
suplementagao alimentar com probidtico Bacillus subtillis e com a betaglucana
do fungo Agaricus blazei em ra-touro submetida a condicdo de estresse por
adensamento. E conhecido que os vertebrados geralmente respondem a esse
tipo de estimulo estressor com aumentos nos niveis plasmaticos de
glicocorticoides (ROMERO, 2002), corticosterona (GC) no caso de anfibios
(WADA, 2008). Os dglicocorticéides desempenham papel importante na
mobilizacdo de energia, especialmente durante o estimulo estressor, com

aumento na taxa metabdlica, redugcéo na ingestao de alimentos, mobilizagcao de
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reservas de energia, redu¢cao no ganho em peso e crescimento e redugido da
atividade fagocitica (MOBERG, 2000). Esperavamos que a suplementagao com
probiotico e betaglucana mostrasse efeito hepatoprotetor, reduzindo a

ocorréncia de lesbdes hepaticas.

FONTANELLO et al. (1987) afirmam que é comum a ocorréncia de altas
taxas de sobrevivéncia para ras-touro com peso médio acima de 12 g, devido
ao fato de ja terem passado pela fase critica da metamorfose. Os animais
utilizados nessa experimentacao foram escolhidos apds esta fase (45 dias) e
esta alta taxa de sobrevivéncia ja era esperada, principalmente na condigao

experimental de laboratério onde se tem maior controle sobre os animais.

Entre os grupos submetidos a condi¢gdo de estresse por adensamento,
os tratamentos nao suplementados (T1 e T2) apresentaram maior ganho de
peso (GP) do que o observado nos demais grupos. DIAS et al. (2010)
obtiveram um incremento no GP de ras-touro tratadas com o mesmo probidtico,
utilizado na mesma dosagem, em um periodo de 112 dias. Possivelmente o
periodo experimental utilizado neste trabalho n&do tenha sido suficiente para
que fossem observados os efeitos do suplemento sobre esse parametro. Além
disso, € possivel que as fracdes soluveis dos polissacarideos nao-amilaceos
(PNA) presentes nas betaglucanas componentes da parede celular de
bactérias e fungos, que constituem fator antinutricional, tenham interferido na
absorcgao e utilizacdo de nutrientes (FRANCIS et al., 2001; LEENHOUWERS et
al., 2006), afetando negativamente o ganho de peso nos grupos
suplementados. De acordo com CAMPBELL (1983), essa interferéncia pode se
dar através de efeitos como aumento da viscosidade do quimo no intestino,
protecdo do alimento contra os ataques de enzimas digestivas e aumento da

taxa de passagem, entre outros, causados pelos PNA.

No figado ocorrem atividades metabdlicas diversas, entre elas o
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. Sob a acido dos
glicocorticéides o metabolismo pode sofrer alteragées importantes. Segundo
SILVEIRA et al. (2009), o cortisol atua de modo amplo no metabolismo de

carboidratos, lipideos e proteinas, tendo efeito gliconeogénico, estimulando a
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biossintese de glicose a partir de compostos de carbono nao-glicidicos, como

aminoacidos.

Comparando os resultados das analises bioquimicas dos figados,
verificou-se que os animais do grupo T4 apresentavam condicdo hepatica
muito proxima a do grupo controle, demonstrando efeito hepatoprotetor da
betaglucana do fungo Agaricus blazei, concordando com as afirmagdes de
BARBISAN et al. (2003) e HI et al. (2008).

E desejavel o aumento da deposicéo de proteinas no figado, enquanto o
aumento na producao de fendis indica o aumento na degradagdao das mesmas
(SWAIN e HILLIS, 1959; SILVEIRA et al., 2009). HIPOLITO et al. (2004)
afirmam que a queda na quantificacdo de proteinas e o aumento na produgao
de fendis indicam menor metabolismo proteico, o que pode estar relacionado a
qualidade da racao utilizada, podendo-se nesse caso observar vacuolizagao
celular (rarefagao citoplasmatica) em cortes histolégicos do figado. No presente
estudo, observou-se que, ao final, a deposicao de proteinas foi maior apenas
em T2, nado sofrendo a influéncia do tempo nos outros tratamentos. A
degradacao de proteinas, indicada pela producao de fendis, diminuiu entre o

inicio e o final do experimento, mantendo-se mais elevada em T3.

Aos 30 dias do experimento, foi observada atividade da enzima
Peroxidase apenas em T2, com significativa diminui¢gdo na atividade da mesma
entre o inicio e o final do experimento. A enzima Peroxidase catalisa reagdes
de oxidacdo, combatendo os peréxidos, geradores de radicais livres,
causadores de lesdes celulares. A sua atividade protege as células, mantendo
a integridade das mesmas, porém sua intensificagdo indica estresse oxidativo,
aumento da presenca de radicais livres, e o aumento na ocorréncia de lesdes
celulares. HIPOLITO et al. (2006) afirmam que a intensificacao da atividade
desta enzima indica maior quantidade de radicais livres, causadores de lesdes
hepaticas, e também a ocorréncia de deficiéncia nutricional. COTRAN et al.
(2000) afirmam que o desbalanceamento nutricional pode ser a principal causa
de lesdes celulares, que podem ser produzidas pela presenga de radicais livres
durante o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, provocando a

fragmentacao de proteinas e lipideos nas membranas celulares.
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A Polifenoloxidase sofreu uma diminui¢ao significativa em sua atividade
entre MZ e 30 dias, mantendo-se muito proxima entre T1 e T4, e entre T2 e T3.
Para HODGSON et al. (2004), a menor intensidade da atividade da PPO indica
aumento na degradagcdo de proteinas, podendo-se consequentemente

observar o aumento na producao de fendis.

Os glicocorticéides desempenham um papel importante na mobilizagao
de energia, especialmente durante o estresse. O aumento na dosagem desses
hormonios estimula o catabolismo proteico e a gliconeogénese (EL NAGDY et
al., 1995; DENVER et al., 2002; ROMERO, 2002), com aumento na
degradagcdo de proteinas hepaticas, e consequente produgdo de fendis e
glicose no figado. Diante disso, pode-se explicar o aumento no teor de glicose
hepatica proporcional ao aumento da degradacao de proteinas nos figados em
T2 e T3.

O estresse cronico pode promover danos fisiopatolégicos nos sistemas
que sao atingidos por esse estimulo (MC EWEN, 2008), inclusive alteragdes
morfoldgicas irreversiveis nas células hepaticas (HIPOLITO et al., 2004).
GUYTON e HALL (2002) afirmam que o figado, quando apresenta severa
disfungdo decorrente de varias causas e por dias seguidos, pode levar a um
quadro irreversivel, com evidente diminuicdo da taxa do crescimento, e a
morte.

Apesar da utilizacdo da suplementacdo alimentar, que poderia ter
melhorado a condi¢ao geral de saude dos animais, a utilizagdo da ragao para
peixes, possivelmente com perfil nutricional inadequado a espécie, pode ser
umas das causas das lesdes hepaticas encontradas neste estudo. O probidtico
Bacillus subtillis tem mostrado efeitos promissores em aquicultura,
especialmente no estimulo do sistema imune, porém, na maioria das vezes, &
necessario o uso prolongado deste aditivo para que os resultados sejam
visiveis. A betaglucana do fungo Agaricus blazei, com conhecido efeito
imunomodulador, hepatoprotetor, e anticancerigeno, mostrou também um

potencial redutor dos efeitos do estresse, além do seu efeito hepatoprotetor.
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CONCLUSAO

A betaglucana do fungo Agaricus blazei reduziu os efeitos do estresse
provocados por alta densidade de estocagem sobre o figado em ra-touro,

Lithobates catesbeianus, mostrando efeito hepatoprotetor para essa espécie.
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CONSIDERAGOES FINAIS



Probidticos e betaglucanas sdo exemplos de suplementos alimentares

utilizados como imunoestimulantes, e seu uso na aquicultura tem produzido
resultados animadores, inclusive relacionados ao aumento do desempenho
zootécnico e a reducao dos efeitos do estresse. A sua utilizacdo na aquicultura,
em especial na ranicultura, pode constituir uma alternativa ao uso de
antibidticos, melhorando também os aspectos sanitarios da criagao, resultado
desejavel em qualquer exploragao animal com fins comerciais.
O probidtico Bacillus subtillis tem mostrado efeitos promissores em aquicultura,
especialmente no estimulo do sistema imune e no incremento do crescimento e
ganho em peso, porém € necessario o uso prolongado para que os resultados
sejam visiveis.

A betaglucana do fungo Agaricus blazei, com conhecido efeito
imunomodulador, hepatoprotetor, e anticancerigeno, mostrou-se também um
potencial redutor dos efeitos do estresse, especialmente na redugcao dos niveis
de glicocorticoides.

Apesar da utilizacdo da suplementacdo alimentar, que poderia ter
melhorado a condi¢ao geral de saude dos animais, a utilizagdo da ragao para
peixes na alimentagdo da ra-touro, possivelmente com perfil nutricional
inadequado a espécie, pode ser umas das causas das lesdes hepaticas,
inclusive deficiéncia proteica, encontradas neste estudo. Nao existe uma racéo
comercial especifica para ra-touro, e a sua producdo ndao € economicamente
viavel para as fabricas de ragdo devido ao baixo volume demandado pelo
mercado. No entanto, a suplementacio alimentar da rac&o utilizada visando a
reducdo dos efeitos do estresse mostrou-se uma alternativa razoavel para a

ranicultura.
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