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Resumo

O estresse é uma condição na qual o organismo se coloca em enfrentamento 
das situações adversas que lhe são impostas. Durante o estresse, várias respostas 
endócrinas são ativadas, entre elas, a liberação de glicocorticoides, principalmente 
corticosterona  em  anfíbios.  Em  curtos  períodos  de  estresse,  os  glicocorticóides 
aumentam a mobilização de energia e melhoram o desempenho geral do organismo. 
Por outro lado, o estresse crônico pode levar à imunossupressão, atrofia dos tecidos 
e redução no desempenho, trazendo consequências como o aumento da incidência 
de enfermidades e da mortalidade dos animais. Na maioria dos ranários comerciais 
observa-se a mortalidade causada por agentes estressores, se fazendo necessário 
eliminar do cativeiro esses agentes, e o consequente prejuízo devido à perda de 
animais.  Objetivamos avaliar a eficácia da suplementação alimentar com probiótico 
Bacillus  subtillis e  com a betaglucana do fungo  Agaricus  blazei na  redução dos 
efeitos do estresse por adensamento em rã-touro, Lithobates catesbeianus. Animais 
pesando 24.3 ± 2.38 g foram distribuídos aleatoriamente em quatro tratamentos com 
quatro  réplicas  simultâneas,  sendo:  T1:  100  animais/m2  (Controle);  T2:  236 
animais/m2; T3: 236 animais/m2, suplementados com probiótico; T4: 236 animais/m2, 
suplementados  com  betaglucana.  Fornecemos  ração  manualmente  e  o  período 
experimental teve a duração de 30 dias. Avaliamos a sobrevivência (S), ganho em 
peso  (GP),  corticosterona  plasmática  (CORT)  e  a  resposta  imune  (Capacidade 
fagocítica  -  CF  e  Índice  fagocítico  -  IF),  além  da  condição  bioquímica  e 
histopatológica dos fígados, nos tempos 24 h, 15 e 30 dias. Não foram observadas 
diferenças estatísticas para as médias de S (97.59%± 2.71), CF (85.09%±15.57) e IF 
(3.46±1.25) (p>0.05).  A comparação de médias através do teste Tuckey mostrou 
diferenças  significativas  para  o  GP  aos  30  dias,  entre  os  tratamentos  não 
suplementados (T1 e T2), e os suplementados (T3 e T4) (p<0.001). Para os níveis  
de CORT foram encontradas diferenças 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 
experimentação, os valores médios de CORT estavam muito próximos entre no T1 
(controle) e o T4 (grupo suplementado com betaglucana), sendo que o T4 neste 
período não diferiu estatisticamente de T1 no início do experimento (24 horas). A 
análise  histopatológica  mostrou  diversos  tipos  de  lesões  hepáticas,  e  rarefação 
citoplasmática  em  100%  das  amostras,  sugerindo  deficiência  proteica.  Estes 
resultados indicam que a betaglucana extraída do fungo Agaricus blazei reduziu os 
efeitos do estresse provocado pelo adensamento em rã-touro Americana, além de 
ter evidenciado efeito hepatoprotetor,  porém o probiótico  Bacillus subtillis não se 
mostrou eficiente na redução desses mesmos efeitos nas condições em que o teste 
foi conduzido.

Palavras-chave:  estresse,  Agaricus  blazei,  resposta  imune,  corticosterona, 
probiótico, 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/m2 (Control);  T2: 236 animals/m2;  T3:  236 animals/m2 

supplemented with probiotic; T4: 236 animals/m2 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 (PI), 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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INTRODUÇÃO GERAL

O estresse é uma condição na qual o organismo se coloca em enfrentamento 

das  situações  adversas  que  lhe  são  impostas,  sejam  ambientais  ou  orgânicas, 

agudas  ou  crônicas.  Os  agentes  estressores  induzem o  organismo  a  respostas 

fisiológicas  compensatórias  ou  adaptativas  para  possibilitar  a  superação  dessa 

condição (WENDELAAR BONGA, 1997). 

Durante o estresse, são ativadas respostas endócrinas a fim de melhorar o 

desempenho do organismo,  entre elas,  a  liberação de glicocorticóides (GC).  Em 

anfíbios, os glicocorticóides são liberados pelas glândulas interrenais, em resposta à 

ativação  do  Eixo  HPI  (Hipotálamo-Pituitária-Interrenais),  sendo  a  corticosterona 

(CORT)  o  principal  mediador  das  respostas  fisiológicas  e  comportamentais  a 

mudanças  ambientais  (HERMAN,1992;  GLENNEMEIER  e  DENVER,  2002b; 

BELDEN et al., 2005; WADA, 2008; DENVER, 2009; DENVER, 2009; BELDEN et 

al., 2010).

Em curtos períodos de estresse, os glicocorticóides aumentam a mobilização 

de energia e o desempenho do organismo. Por outro lado, o estresse crônico pode 

levar à imunossupressão, atrofia dos tecidos e redução no desempenho reprodutivo 

(MOSTL e PALME, 2002), trazendo conseqüências como o aumento da incidência 

de enfermidades e da mortalidade dos animais. Durante o estresse, em estados de 

exaustão,  os  animais  apresentam  diminuição  da  resistência  a  doenças  e 

conseqüente contaminação por bactérias e fungos oportunistas, o que pode levá-los 

à morte (BARTON e IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997).

As  respostas  ao  estresse  são  divididas  em  três  categorias:  primária, 

secundária e terciária.  A primeira categoria é uma reação de alarme, que causa 

aumento  das  catecolaminas  (adrenalina  e  noradrenalina)  e  corticosteróides.  A 

segunda caracteriza-se por um estado de resistência que produz efeitos metabólicos 

como aumento dos batimentos cardíacos e do consumo de oxigênio, alterações na 

glicemia, hematócrito e número de leucócitos. A terceira é um estado de exaustão 

que causa a queda de desempenho e a diminuição da resistência a doenças e, 

conseqüentemente, a contaminação por bactérias e fungos oportunistas, podendo 

levá-los à morte (BARTON e IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997).
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Na  maioria  dos  ranários  comerciais  observa-se  a  mortalidade  de  animais 

devido a agentes estressores, como manejo ou instalações inadequados, deficiência 

alimentar,  má qualidade da água ou incidência de enfermidades (ROCHA  et  al., 

2010; TEIXEIRA et al., 2012).

Na  aqüicultura  em  geral,  há  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  os  suplementos  ou  aditivos 

alimentares  representados  pelos  probióticos  e  betaglucanas  (DILUZIO,  1985; 

ROBERTSEN  et al., 1990; FRANÇA  et al., 2008), uma vez que é evidente que a 

composição da dieta influencia no funcionamento do sistema imune (VOLMAN et al., 

2008).  Com  o  uso  de  imunoestimulantes,  pode-se  ainda  eliminar  o  uso  de 

antibióticos da produção, bem como os seus inconvenientes, ou seja, a presença de 

resíduos nos tecidos de animais destinados ao consumo e o desenvolvimento de 

bactérias resistentes (CHAGAS, 2010). 

Probióticos  são  suplementos  alimentares  compostos  de  microorganismos 

vivos  que beneficiam a saúde do hospedeiro através do equilíbrio  da microbiota 

intestinal, agindo como promotores de crescimento e imunomoduladores (COPOLLA 

e  GIL-TURNES,  2004).  Em  sua  maioria,  são  preparados  com  Lactobacillus 

acidophillus,  Streptococcus faecium, Bacillus subtilis  e em alguns casos, leveduras 

(FULLER, 1989;  GUZMÁN, 1992).  Vários ensaios com o uso de probióticos têm 

apresentado resultados promissores na criação de organismos aquáticos, inclusive 

de anfíbios (DIAS et al., 2010). 

Betaglucanas são encontrados naturalmente como componentes de parede 

celular de plantas, algas, fungos e algumas bactérias, formadas por polímeros de 

polissacarídeos  unidos  por  ligações  β(1-3),  β(1-4)  e  β(1-6),  e  funcionam  como 

imunoestimulante em mamíferos (DI LUZIO, 1985) e em peixes (ROBERTSEN et al., 

1990;  COOK  et  al.,  2003).  O  uso  de  betaglucanas  na  aqüicultura  é  um  tema 

inovador, mas com resultados promissores, principalmente no cultivo de larvas de 

peixes  e moluscos (PLANAS e CUNHA,  1999).  A  utilização destes  suplementos 

alimentares na criação de rãs 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 alimentação humana, devido ao seu valor nutricional, e também 
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como suplemento alimentar, devido às suas propriedades medicinais Ao mesmo são 

atribuídos efeitos imunoestimulante, antitumoral e hepatoprotetor (FUJIMIYA  et al., 

1998; MIZUNO et al., 1999; BARBISAN et al., 2003).  

Na aqüicultura estão sendo utilizados testes de ativação e de incremento da 

migração  de  macrófagos  com  o  intuito  de  verificar  a  capacidade  imunológica 

inespecífica dos animais frente a um desafio. Esta metodologia, descrita por SILVA 

et  al. (2005),  que trabalhou com peixes  antárticos  verificando a  capacidade e  o 

índice  fagocítico  de  macrófagos,  também  está  sendo  utilizada  para  outros 

organismos aquáticos como peixes e anfíbios (DIAS, 2006).

O fígado reflete o estado geral do organismo, e em caso de inadequações na 

alimentação  ou  alterações  no  metabolismo,  como  deficiência  nutricional, 

intoxicações, infecções e parasitismo, manifesta sinais de indicativos da desordem 

orgânica. Sendo essas alterações passíveis de afetar a estrutura celular, bioquímica 

e morfológica do fígado, os métodos de diagnóstico de enfermidades através de 

análises desse órgão podem constituir ferramentas úteis na avaliação da ocorrência 

de  enfermidades  e  estresse. O  fígado  dos  anfíbios  realiza  funções  fisiológicas, 

incluindo  metabolismo energético  e  proteico,  síntese  de  ureia,  secreção  de  sais 

biliares,  biotransformação  e  detoxificação,  respondendo  a  agentes  tóxicos  ou 

infecciosos de maneira similar aos demais vertebrados (CRAWSHAW e WEINKLE, 

2000).

 Segundo HIPOLITO  et al.  (2004),  a deficiência proteica e a presença de 

agentes infecciosos ou tóxicos, bem como de micotoxinas,  refletem na estrutura e 

função hepática, podendo ser a causa de graves alterações hepáticas quanto ao 

tamanho, cor, forma e textura. Histopatologicamente é possível observar, associado 

à deficiência protéica, a vacuolização e o rompimento do contorno celular, rarefação 

e  degeneração  celular;  à  micotoxicose,  congestão  sangüínea,  degeneração 

hidrópica e gordurosa; à processos infecciosos, áreas focais de hepatite e hepatite 

intersticial. Os mesmos autores afirmam ainda que, para uma perfeita condição de 

criação animal, o bom desempenho das funções hepáticas é primordial, e o estudo 

bioquímico  dessas  funções  é  uma  ferramenta  auxiliar  no  diagnóstico  de 

enfermidades e mortalidade na ranicultura. O estudo bioquímico dos fígados pode 

ser  também voltado para  o  aprimoramento  da formulação  da ração,  escolha da 
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melhor composição e matérias-primas, melhorando o desempenho nutricional da rã-

touro.

O  presente  trabalho  encontra-se  dividido  em dois  capítulos,  na  forma  de 

artigos  científicos.  No  capítulo  1,  “Resposta  da  Suplementação  Alimentar  ao 

Estresse  provocado  por  Alta  Densidade  em  Rã-Touro  Americana, Lithobates 

catesbeianus”, a ser submetido à revista “Journal of the World Aquaculture Society”,  

objetivamos avaliar a eficácia da suplementação alimentar com probiótico  Bacillus 

subtillis e  com a betaglucana extraída do fungo  Agaricus blazei na redução dos 

efeitos do estresse provocado por adensamento nessa espécie animal. No capítulo 

2, “Resposta Hepática à Suplementação Alimentar com Probiótico e Betaglucana 

Em Rã Touro Sob Condição De Estresse Por Adensamento”, a ser submetido ao 

Boletim  do  Instituto  de  Pesca,  objetivamos  avaliar  o  efeito  hepatoprotetor  da 

suplementação alimentar com probiótico  Bacillus subtillis e com a betaglucana do 

fungo  Agaricus  blazei em  rã-touro  submetida  à  condição  de  estresse  por 

adensamento.
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Resposta de Aditivos Alimentares ao Estresse provocado por Alta Densidade 

em Rã-Touro Americana

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

Bullfrogs

Resumo

Objetivamos avaliar  a  eficácia  da  suplementação alimentar  com probiótico 

Bacillus subtillis e com a betaglucana extraída do fungo Agaricus blazei na redução 

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

Lithobates catesbeianus.  Animais  pesando  24.3  ±  2.38  g  foram  distribuídos 

aleatoriamente  em quatro  tratamentos  com quatro  réplicas  simultâneas:  T1:  100 

animais/m2  (Controle);  T2:  236  animais/m2 sem suplemento;  T3:  236  animais/m2 

suplementados  com  probiótico;  T4:  236  animais/m2 suplementados  com 

betaglucana.  Fornecemos ração manualmente.  O período experimental  foi  de 30 

dias. Avaliamos a sobrevivência (S), ganho em peso (GP), corticosterona plasmática 

(CORT)  e  a  resposta  imune  através  da  capacidade  fagocítica  (CF)  e  do  índice 

fagocítico (IF),  nos tempos 24h, 15 e 30 dias. Não foram observadas diferenças 

estatísticas  para  as  médias  de  S  (97.59%±  2.71),  CF  (85.09%±15.57)  e  IF 

(3.46±1.25) (P>0.05). A comparação de médias através do teste Tuckey mostrou 

diferenças  significativas  no  GP  aos  30  dias,  entre  os  tratamentos  não 

suplementados (T1 e T2) e os suplementados (T3 e T4) (p<0.001). Para os níveis de 

CORT foram encontradas diferenças estatísticas 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  próximos entre T1 (controle)  e  T4,  sendo que o T4 neste 

período  não  diferiu  estatisticamente  de  T1  no  início  do  experimento.  Estes 

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

estresse  por  adensamento  em  rã-touro  Americana,  porém  o  probiótico  Bacillus 

subtillis não se mostrou eficiente nessa função nas condições de realização do teste.

Palavras-chave: corticosterona, Lithobates catesbeianus, resposta imune, probiótico, 

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/m2 (control); T2: 236 animals/m2; T3: 236 animals/m2 supplemented with 

probiotic; and T4: 236 animals/m2 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 (PI), 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 é uma condição na qual o organismo é desafiado a enfrentar as 

situações  que  lhe  são  impostas,  sejam estas  ambientais,  orgânicas,  agudas  ou 

crônicas.  Os  agentes  estressores  induzem o  organismo  a  respostas  fisiológicas 

compensatórias  ou  adaptativas  para  possibilitar  a  superação  dessa  condição 

(Wendelaar Bonga 1997). 

Durante o estresse, várias respostas endócrinas são ativadas para melhorar o 

desempenho do organismo, entre elas, a liberação de glicocorticóides (GCs) que 

aumentam a mobilização de energia e o desempenho do organismo. Por outro lado,  

o estresse crônico pode levar à imunossupressão, atrofia dos tecidos e redução no 

desempenho reprodutivo  (Mostl  e Palme 2002),  trazendo consequências como o 

aumento da incidência de enfermidades e mortalidade dos animais. 

Nos vertebrados, as respostas ao estresse são reguladas por GCs, sendo a 

corticosterona  (CORT)  o  principal  hormônio  ligado  a  este  processo  em anfíbios 

(Belden et al. 2005; Denver 2009). Em mamíferos, os GCs são liberados pelo córtex 

adrenal  em  resposta  à  ativação  do  Eixo  HPA  (Hipotálamo-Pituitária-Adrenal)  e 

desempenham papel importante na resposta ao estresse. Em anfíbios, são liberados 

pela glândula pituitária anterior e pelas glândulas interrenais, em resposta à ativação 

do Eixo HPI (Hipotálamo-Pituitária-Interrenais), sendo esses hormônios os principais 

mediadores  das  respostas  fisiológicas  e  comportamentais  a  estímulos  adversas 

(Herman 1992; Glennemeier e Denver 2002b; Wada 2008; Denver 2009; Belden et 

al. 2010). 

Na  maioria  dos  ranários  comerciais  observa-se  a  mortalidade  de  animais 

devido  a  agentes  estressores,  como  instalações  ou  manejos  inadequados,  má 

qualidade da água, deficiência alimentar ou incidência de enfermidades (Rocha et al. 

2010; Teixeira et al. 2012). Na aqüicultura em geral, há 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  probióticos  e 

betaglucanas (Diluzio 1985; Robertsen et al. 1990; França et al. 2008), uma vez que 

é evidente que a composição da dieta influencia no funcionamento do sistema imune 

(Volman et al. 2008).

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

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

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

Guzmán 1992). Betaglucanas de leveduras e de fungos também são capazes de 

incrementar a função de células imunitárias (Volman et al. 2008).

Objetivamos  com  este  trabalho  avaliar  a  eficácia  do  probiótico  Bacillus 

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

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

catesbeianus.

Materiais e métodos

Foram utilizados 440 animais após a metamorfose com 45 dias de idade, e 

peso médio de 24.34 ± 2.38 g,  adquiridos em ranário comercial.  Os organismos 

foram  transportados  para  o  Laboratório  Interinstitucional  de  Sanidade  em 

Aquicultura, em São Paulo/APTA/SAA. Neste local foram aclimatados por cinco dias 

em sala com temperatura ambiente (aferida todos os dias) e fotoperíodo controlado 

(12:12h L:E).  Após este período os animais foram pesados e distribuídos em 16 

caixas de polipropileno (0.47 x 0.30 x 0.17 m) (Bueno-Guimarães 1999), inundadas 

com lâmina d´água de 0.03 m. Foi utilizada água da rede pública, declorada por  

aeração  e  repouso  noturno,  para  o  abastecimento  e  limpeza  diária  das  caixas, 

realizada de forma rápida a fim de causar o mínimo de perturbação aos animais.

Foi  utilizado  Delineamento  Inteiramente  Casualizado,  composto  por  quatro 

tratamentos com quatro replicas simultâneas: Tratamento 1 (controle): densidade de 

estocagem 100 animais/m2 (Ferreira  et  al.  2002),  sem suplementação  alimentar; 

Tratamento  2:  densidade de estocagem de 236 animais/m2,  sem suplementação 

alimentar;  Tratamento 3: densidade de estocagem 236 animais/m2,  suplementado 

com probiótico comercial  à  base de  Bacillus subtillis (Cepa C-3102,  109 UFC/g); 

Tratamento  4:  densidade  de  estocagem  236  animais/m2,  suplementado  com 

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

mg/g  betaglucana,  40  mg betaglucana  livre,  2.4  mg/g  proteína,  0.2  mg/g  fenol). 

Ambos suplementos adicionados na proporção de 10g/kg de ração. As densidades 

de 100 animais/m2 e 236 animais/m2 equivalem respectivamente a 14 e 32 animais 

por caixa. O período experimental foi de 30 dias.
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Os animais previamente condicionados a se alimentar com ração oferecida 

manualmente, a mesma oferecida em ranários que adotam o sistema inundado de 

criação (NAVA, 2005), foram alimentados (3% da biomassa) com ração comercial  

para peixes extrusada (Nutripeixe TC45TM  Purina. 45% Proteína Bruta, 14% Extrato 

Etéreo, 6% Fibra Bruta, 2,5% Cálcio, 1% Fósforo, 14% Cinzas, 21% Carboidratos, 

Vitamina  C  300  mg,  Energia  Bruta  4180  Kcal/kg),  duas  vezes  ao  dia.  Os 

suplementos  foram misturados à ração por  aspersão de 2% de óleo  vegetal.  O 

período experimental teve a duração de 30 dias. 

Para respondermos aos objetivos desse estudo foram avaliados o ganho em 

peso (GP) e sobrevivência, além das análises de corticosterona plasmática (CORT) 

e imunidade especifica por meio de um desafio imunológico.

Dois  organismos  de  cada  réplica  (oito  animais  por  tratamento)  foram 

amostrados nos tempos 24 horas, 15 e 30 dias de experimentação, para coleta de 

sangue destinado à avaliação da CORT, totalizando 96 animais. A amostragem foi 

realizada por meio da punção do vaso do membro posterior utilizando seringas e 

agulhas  descartáveis  e  heparinizadas.  Medidas  para  evitar  o  possível  estresse 

causado  pela  captura  e  coleta  de  sangue  foram  tomadas,  tais  como:  coletas 

realizadas no período da manhã, envolvimento dos animais em gaze e aplicação de 

anestésico tópico (Lidocaína®). O procedimento de captura de animais e coleta de 

amostras compreendeu um tempo médio de 3 minutos.  Após a amostragem, as 

alíquotas de sangue foram acondicionadas em microtubos, centrifugadas a 2000 x g 

por cinco minutos para a obtenção do plasma e congeladas para posterior análise. A  

dosagem  da  corticosterona  plasmática  (CORT)  foi  realizada  através  de 

radioimunoensaio (RIE) em fase líquida, utilizando-se conjunto diagnóstico comercial 

(ImunoChem® Double  Antibody  Corticosterone  I125 RIA  kit  MP Biomedicals,  LLC, 

Orangeburg, NY, USA), de acordo com as indicações do fabricante e previamente 

validado  para  esta  espécie  (Teixeira  et  al.  2012).  As  análises  foram  feitas  no 

Laboratório de Dosagens Hormonais do Departamento de Reprodução Animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de São Paulo (FMVZ-USP).

Para  realização do desafio  imunológico foram amostrados oito  animais  no 

início  do  experimento  (MZ  –  Momento  Zero)  e  outros  32  animais  ao  final  do 

experimento (30 dias) (dois de cada réplica). Os indivíduos foram inoculados com 2 
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mL de solução de levedura  (Saccharomyces cerevisiae)  na  cavidade abdominal, 

com  concentração  aproximada  de  11.000  cel/mm3 (Dias  et  al.  2010).  Após  a 

incubação de 2h, os animais foram eutanaziados em solução de benzocaína (3g/L). 

Em  seguida  foram  submetidos  à  lavagem  da  cavidade  abdominal  com  solução 

Ringer para anfíbios, 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 lâmina de vidro, e visualizado em microscópio de 

contraste de fases para a contagem dos fagócitos ativos e do total  de leveduras 

fagocitadas.  A  capacidade  fagocítica  (CF)  foi  calculada  através  do  número  de 

fagócitos  ativos  por  100,  e  o  índice  fagocítico  (IF)  através  do  número  total  de 

leveduras fagocitadas dividido pelo número de fagócitos ativos (Silva et al.  2005; 

França et al. 2008; Dias et al. 2010).

A análise descritiva das variáveis do estudo foi realizada em termos de seus 

valores de tendência central  e de dispersão. Testes foram feitos para verificar a  

normalidade dos dados (Lilliefors) e a homogeneidade das variâncias (F). Os dados 

foram transformados em log (x+1) para atender a premissa de normalidade. Para 

comparação das médias realizamos a análise de variância (ANOVA TWO WAY) 

seguido  dos  testes  de  Tukey.  As  diferenças  foram  consideradas  significativas 

quando P≤0.05 (ZAR 1999). 

Resultados

Durante o período experimental, a temperatura média mínima foi 22.14±1.08 

C, e a máxima, 23.96 ±1.04 C não apresentando alterações que pudessem interferir  

nos resultados obtidos, estando dentro dos níveis 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 

sobrevivência  (S)  nos  distintos  tratamentos,  aos  30  dias  de  experimentação.  A 

comparação de médias através do teste Tuckey mostrou diferenças significativas 

para o GP aos 30 dias, entre os tratamentos não suplementados (T1 e T2), e os 

suplementados (T3 e T4) (p<0.001). Não foram observadas diferenças estatísticas 

para as médias de S = 97.59%± 2.71 (P>0.5).
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Tabela  1.  Valores  médios  de  Ganho  em peso  e  Sobrevivência  de  rã-touro  nos 
distintos tratamentos, aos 30 dias de experimentação (n=440).

Tratamento Ganho em Peso (g) Sobrevivência (%)

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 diferenças 
estatísticas (P<0.05). T1 (controle): 100 animais/m2, sem suplementação alimentar; T2: 236 
animais/m2,  sem  suplementação  alimentar;  T3:  236  animais/m2,  suplementado  com 
probiótico à base de Bacillus subtillis;  T4: 236 animais/m2, suplementado com betaglucana 
do fungo Agaricus blazei.

Os parâmetros de sensibilidade e variação inter e intraensaio foram testados 

para garantir a qualidade laboratorial dos conjuntos diagnósticos (MP Biomedicals)  

de dosagem de corticosterona plasmática (CORT). A sensibilidade do ensaio foi de 

1.99 ng/mL, sendo os coeficientes de variação intraensaio baixo e alto de 6% e 

3.66%, respectivamente. 

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

durante o período experimental encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Níveis médios e desvio padrão de corticosterona plasmática (CORT) em 
rãs-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
T1 4.35±2.46 a 8.12±3.65 a 11.25±3.08 b
T2 9.27±2.39 a 10.71±5.95 a 15.84±6.51 b
T3 6.11±1.38 a 9.99±2.95 a 16.86±7.21 b
T4 7.15±4.71 a 13.65±7.70 b 8.55±5.83 a

As  médias  foram  comparadas  nas  colunas  (tempo)  e  linhas  (tratamentos)  onde  letras 
diferentes representam diferenças estatísticas (P<0.05).  T1 (controle): 100 animais/m2, sem 
suplementação  alimentar;  T2:  236  animais/m2,  sem  suplementação  alimentar;  T3:  236 
animais/m2,  suplementado com probiótico à base de  Bacillus subtillis;  T4: 236 animais/m2, 
suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.

Verificamos aumento linear nos níveis de CORT entre os tempos 24 horas, 15 

e 30 dias em todos os tratamentos, porém esse aumento não diferiu estatisticamente 

entre tempos. Para os níveis de CORT foram encontradas diferenças 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 experimentação, os valores médios de CORT estavam 

muito  próximos  entre  no  T1  (controle)  e  o  T4  (grupo  suplementado  com 

betaglucana), sendo que o T4 neste período não diferiu estatisticamente de T1 no 

início  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 redução nesses valores aos 30 dias. 

F(6, 58)=2.5161, p=.03117

Vertical bars denote +/- standard errors
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Figura  1:  Níveis  médios  de corticosterona plasmática  (CORT)  em rãs-touro,  nos 
distintos  tratamentos  e  tempos  de  coleta  (24  horas,  15  e  30  dias).  Dosagens 
expressas em ng/mL.

As médias de Capacidade Fagocítica (CF) e Índice Fagocítico (IF)  obtidas 

através do desafio para verificar a resposta imune estão 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, não  

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 padrão da Capacidade Fagocítica, Índice Fagocítico em 
rã-touro  após desafio  imunológico com  Saccharomyces cerevisiae nos diferentes 
tratamentos aos 30 dias (n = 40).

Tratamento Momento 

Zero 

Capacidade Fagocítica 

%

Índice 

Fagocítico
T1 84.71±14.96 3.32±1.30
T2 91.33±10.02 3.62±1.78
T3 86.40±8.88 3.73±0.96
T4 81.25±22.49 3.33±1.40

T1  (controle):  100  animais/m2,  sem  suplementação  alimentar;  T2:  236  animais/m2,  sem 
suplementação alimentar; T3: 236 animais/m2, suplementado com probiótico à base de Bacillus   
subtillis; T4: 236 animais/m2, suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.

Discussão

Nesse estudo, investigamos se animais estimulados pelo adensamento teriam 

os efeitos  desta  condição de estresse  reduzidos através  da  utilização de dietas 

suplementadas com probiótico  Bacillus subtillis e  betaglucana do fungo  Agaricus 

blazei.  É  conhecido  que  os  vertebrados  geralmente  respondem  a  esse  tipo  de 

estímulo estressor com aumento nos níveis plasmáticos de GCs (Romero 2002),  

corticosterona (CORT) no caso de anfíbios (Wada 2008). Os GCs desempenham 

papel  importante  na  mobilização  de  energia,  especialmente  durante  o  estímulo 

estressor,  com aumento  na  taxa  metabólica,  redução  na  ingestão  de  alimentos, 

mobilização de reservas de energia, redução no ganho em peso e crescimento e 

redução da atividade fagocítica (Moberg 2000). Esperávamos que a suplementação 

com probiótico  e  betaglucana  reduzisse  os  níveis  de  CORT  e  incrementasse  a 

resposta  a  imunidade  inespecífica  dos  animais.  Entretanto,  não  observamos 

alterações na sobrevivência e na resposta imune. Isto corrobora as afirmações de 

Fontanello et al. (1987) que reportam que é comum a ocorrência de altas taxas de 

sobrevivência para rãs-touro com peso médio acima de 12 g, devido ao fato de já 

terem  passado  pela  fase  crítica  da  metamorfose.  Os  animais  utilizados  nessa 

experimentação  foram  escolhidos  após  esta  fase  (45  dias)  e  a  alta  taxa  de 

sobrevivência  já  era  esperada,  principalmente  na  condição  experimental  de 

laboratório onde se tem maior controle sobre os animais.

Entre os grupos submetidos à condição de estresse por adensamento,  os 

tratamentos não suplementados (T1 e T2) apresentaram maior GP do que os que 

receberam a suplementação (probiótico e betaglucana) adicionado à ração (T3 e 
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T4). Algumas hipóteses podem explicar esses resultados tais como a presença de 

polissacarídeos não-amiláceos (PNA) e/ou o curto período 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 absorção e 

utilização 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 rãs-touro, tratadas com o mesmo probiótico, fornecido na mesma dosagem 

e condições, porém em um período mais prolongado (112 dias), o que indicaria que 

o período experimental utilizado neste trabalho não tenha sido suficiente para que 

fossem observados os efeitos do probiótico sobre o GP.

Observamos um incremento  nos níveis  de  CORT em todos os grupos na 

primeira quinzena do experimento, porém esse incremento foi significativo apenas 

em T4. Este incremento pode ser atribuído 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 diminuição dos 

níveis de CORT até valores abaixo dos encontrados no grupo controle,  diferindo 

estatisticamente  dos  valores  encontrados  para  o  mesmo  parâmetro  nos  demais 

tratamentos nesse período. 

Os subsídios bibliográficos relacionando valores de GCs em anfíbios e o uso 

de betaglucanas são escassos. Este tipo de estudo, assim como o uso de outros 

aditivos alimentares é relativamente recente na aquicultura, em especial em criação 

de rãs (Dias et al. 2010), não estando completamente elucidado o mecanismo exato 

pelo qual a betaglucana diminui os níveis de GCs. Eicher et al. (2006), avaliando os 

perfis  de  cortisol  plasmático  em  suínos  sob  desafio  imunológico  e  recebendo 

suplementação  com  betaglucana  da  levedura  Saccharomyces cerevisiae, 

constataram que os perfis de cortisol plasmático sofreram um incremento durante o 

período experimental, porém mantiveram-se em níveis inferiores aos encontrados no 

grupo  controle.  Estes  autores  afirmam  que  a  betaglucana  atua  na  redução  da 
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liberação  de  citocinas,  que  afetam  o  eixo  HPA  (HPI  em  anfíbios),  reduzindo  a 

liberação  de  ACTH  pelas  glândulas  adrenais  (interrenais  em  anfíbios)  e, 

consequentemente, a produção e liberação dos GCs. 

Na aqüicultura estão sendo utilizados testes de ativação e de incremento da 

migração  de  macrófagos  com  o  intuito  de  verificar  a  capacidade  imunológica 

inespecífica dos animais frente a um desafio (Silva et al.  2005). Riciardella et al. 

(2010) afirmam que os GCs alteram o metabolismo intermediário  e aumentam a 

disponibilidade de energia e algumas respostas imunes, agindo de forma adaptativa 

e ajudando o organismo a lidar  com o estímulo estressor.  Entretanto,  como dito 

anteriormente,  para comprovar  o  efeito  imunomodulador  através de um teste de 

desafio de imunidade inespecífica, teríamos que realizar um novo teste, ampliando o 

período experimental da alimentação suplementada com os aditivos utilizados.

A utilização de probióticos e betaglucanas como suplementos alimentares em 

aquicultura pode constituir  uma alternativa ao uso de antibióticos, melhorando os 

aspectos sanitários e os parâmetros zootécnicos, o que é altamente desejável em 

qualquer exploração animal com fins comerciais. O probiótico  Bacillus subtillis tem 

mostrado efeitos promissores em aquicultura, especialmente no estímulo do sistema 

imune e no incremento do crescimento e ganho em peso, porém é necessário o uso 

prolongado para que os resultados sejam visíveis. A betaglucana do fungo Agaricus 

blazei,  com conhecido efeito  imunomodulador,  hepatoprotetor,  e  anticancerígeno, 

mostrou-se também um potencial redutor dos efeitos do estresse, especialmente na 

redução  dos  níveis  de  glicocorticóides,  uma  vez  que  o  estresse  crônico  pode 

promover danos fisiopatológicos nos sistemas que são atingidos por esse estímulo.

Conclusões

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

do estresse provocado por adensamento, porém o probiótico Bacillus subtillis não se 

mostrou eficiente nessa situação para rãs-touro (Litobathes catesbeianus).
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RESPOSTA HEPÁTICA À SUPLEMENTAÇÃO ALIMENTAR COM PROBIÓTICO E 

BETAGLUCANA EM RÃ-TOURO SOB CONDIÇÃO DE ESTRESSE POR 

ADENSAMENTO

RESUMO

Objetivamos  avaliar  o  efeito  hepatoprotetor  da  suplementação  alimentar  com 
probiótico  Bacillus subtillis e com a betaglucana do fungo  Agaricus blazei em rã-
touro submetida à condição de estresse por adensamento. Animais pesando 24,3 ± 
2,38 g foram distribuídos aleatoriamente em quatro tratamentos com quatro réplicas 
simultâneas,  sendo:  T1:  100 animais/m2  (Controle);  T2:  236  animais/m2;  T3:  236 
animais/m2, suplementados com probiótico; T4: 236 animais/m2, suplementados com 
betaglucana.  Foram  avaliadas  a  sobrevivência  (S),  ganho  em  peso  (GP),  e  a 
condição  bioquímica  e  histopatológica  dos  fígados.  Não  foi  observada  diferença 
estatística para sobrevivência (97,72%) entre tratamentos (p > 0,05), porém foram 
observadas diferenças significativas para o GP aos 30 dias, entre os tratamentos 
não  suplementados  (T1  e  T2),  e  os  suplementados  (T3  e  T4)  (p<0,001).  As 
avaliações bioquímicas dos fígados mostraram condições muito próximas entre T1 e 
T4.  A  análise  histopatológica  mostrou  diversos  tipos  de  lesões,  e  rarefação 
citoplasmática  em  100%  das  amostras,  sugerindo  deficiência  proteica.  A 
betaglucana do fungo  Agaricus blazei mostrou efeito hepatoprotetor, reduzindo os 
efeitos do estresse sobre o fígado em rã touro americana, Lithobates catesbeianus, 
porém o probiótico Bacillus subtillis  não mostrou o mesmo potencial efeito sobre o 
fígado, nas condições de realização do teste.

Palavras-chave:  estresse,  adensamento,  fígado,  suplementação  alimentar, 
probiótico, 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/m2 (Control);  T2:  236 
animals/m2;  T3:  236 animals/m2 supplemented with  probiotic;  T4:  236 animals/m2 

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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INTRODUÇÃO 

O estresse representa uma condição na qual a homeostase do organismo é 

perturbada  por  estímulos  estressores,  que  induzem  respostas  fisiológicas 

compensatórias  e/ou  adaptativas,  a  fim  de  capacitar  o  organismo  a  superar  a 

situação que lhe é imposta, seja ela de origem ambiental ou orgânica, aguda ou 

crônica (WENDELAAR BONGA, 1997). Nos vertebrados, as respostas ao estresse 

são reguladas por glicocorticoides (GCs), sendo a corticosterona (CORT) o principal  

hormônio  ligado  a  este  processo  em anfíbios  (BELDEN  et  al.,  2005;  DENVER, 

2009). Uma das ações dos GCs é mobilizar estoques de energia e disponibilizá-la  

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

 O  fígado  dos  anfíbios  realiza  diversas  funções  fisiológicas,  incluindo 

metabolismo  energético  e  proteico,  síntese  de  ureia,  secreção  de  sais  biliares, 

biotransformação e detoxificação, respondendo a agentes tóxicos ou infecciosos de 

maneira  similar  aos  demais  vertebrados  (CRAWSHAW  e  WEINKLE,  2000).  O 

mesmo  é  capaz  de  manifestar  sinais  de  desordem  orgânica  como  deficiência 

nutricional,  intoxicações,  infecções ou parasitismo,  através  de alterações  na  sua 

estrutura celular, bioquímica e morfológica. Sob a ação de GCs, este órgão pode 

sofrer alterações importantes. Sendo assim, os métodos de diagnóstico através de 

análises hepáticas podem constituir ferramentas úteis na avaliação da ocorrência de 

enfermidades e estresse (HIPOLITO et al., 2004). 

Na aqüicultura, a utilização de suplementos alimentares, como por exemplo, 

probióticos e betaglucanas, visa aumentar a produção, diminuindo a mortalidade de 

animais  em decorrência do estresse,  imunosupressão e  enfermidades (DILUZIO, 

1985; ROBERTSEN et al., 1990; FRANÇA et al., 2008). Os probióticos, 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 benefícios à saúde do hospedeiro. Betaglucanas são polímeros 

de  polissacarídeos  unidos  por  ligações  β(1-3),  β(1-4)  e  β(1-6),  encontrados 

naturalmente  como  componentes  de  parede  celular  de  plantas,  algas,  fungos  e 
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algumas  bactérias.  A  esses  compostos  são  atribuídos  efeitos  imunoestimulante, 

antitumoral  e  hepatoprotetor  (BARBISAN  et  al.,  2003;  FUJIMIYA  et  al.,  1998; 

MIZUNO  et  al.,  1999).  O uso de probióticos 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 suplementação 

alimentar com probiótico  Bacillus subtillis e com a betaglucana do fungo  Agaricus 

blazei em rã-touro americana submetida à condição de estresse por adensamento.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados 440 animais após a metamorfose com 45 dias de idade, e 

peso médio de 24,34 ± 2,38 g,  adquiridos em ranário comercial.  Os organismos 

foram  transportados  para  o  Laboratório  Interinstitucional  de  Sanidade  em 

Aquicultura, em São Paulo/APTA/SAA. Neste local foram aclimatados por cinco dias 

em sala com temperatura ambiente (aferida todos os dias) e fotoperíodo controlado 

(12:12h L:E).  Após este período os animais foram pesados e distribuídos em 16 

caixas  de  polipropileno  (0,47  x  0,30  x  0,17  m)  (BUENO-GUIMARÃES,  1999), 

inundadas  com  lâmina  d´água  de  0,03  m.  Foi  utilizada  água  da  rede  pública, 

declorada por aeração e repouso noturno, para o abastecimento e limpeza diária das 

caixas,  realizada de forma rápida a fim de causar o mínimo de perturbação aos 

animais.

Foi  utilizado  Delineamento  Inteiramente  Casualizado,  composto  por  quatro 

tratamentos com quatro replicas simultâneas: Tratamento 1 (controle): densidade de 

estocagem 100 animais/m2 (FERREIRA et al., 2002), sem suplementação alimentar; 

Tratamento  2:  densidade de estocagem de 236 animais/m2,  sem suplementação 

alimentar;  Tratamento 3: densidade de estocagem 236 animais/m2,  suplementado 

com probiótico  comercial  à  base de  Bacillus  subtillis (Cepa C-3102,  109  UFC/g); 

Tratamento  4:  densidade  de  estocagem  236  animais/m2,  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  proteína,  0,2  mg/g  fenol). 

Ambos suplementos adicionados na proporção de 10g/kg de ração. As densidades 

de 100 animais/m2 e 236 animais/m2 equivalem respectivamente a 14 e 32 animais 

por caixa. O período experimental foi de 30 dias.

Os animais previamente condicionados a se alimentar com ração oferecida 

manualmente, a mesma oferecida em ranários que adotam o sistema inundado de 

criação (FAO, 2012),  foram alimentados (3% da biomassa)  com ração comercial  

para peixes extrusada (Nutripeixe TC45TM  Purina. 45% Proteína Bruta, 14% Extrato 

Etéreo, 6% Fibra Bruta, 2,5% Cálcio, 1% Fósforo, 14% Cinzas, 21% Carboidratos, 

Vitamina  C  300  mg,  Energia  Bruta  4180  Kcal/kg),  duas  vezes  ao  dia.  Os 

suplementos  foram misturados à ração por  aspersão de 2% de óleo  vegetal.  O 

período experimental teve a duração de 30 dias. 

Para  as  avaliações  bioquímicas  e  histopatológicas  dos  fígados  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 solução 

de benzocaína (3 g/L), e em seguida procedeu-se a coleta dos fígados. Parte das 

amostras  de  fígados  coletadas  foi  mantida  sob  congelamento  para  análise 

bioquímica, e parte fixada em formalina 10% em tampão fosfato pH 7,4 para análise 

histopatológica.

Nas análises bioquímicas, foi preparado o pó cetônico dos fígados através da 

extração com acetona resfriada (-18 oC), sendo em seguida filtrado em papel-filtro. O 

pó cetônico resultante foi seco em dessecador e conservado sob congelamento para 

posterior  análise.  A  ressuspensão  foi  realizada  no  momento  de  cada  análise,  

utilizando tampão fosfato 0,1 M pH 7,0 e 0,25 % de ácido cítrico (HIPOLITO et al., 

2002).

A quantificação de proteínas foi realizada de acordo com o método de Lowry 

(LOWRY et al., 1951) expressa em mg SAB/mL (SAB = Soro-Albumina Bovina), e a 

quantificação de fenóis foi realizada através do reativo de Folin-Ciocalteau, expressa 
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em mg ácido clorogênico (SWAIN e HILLIS, 1959). As atividades enzimáticas in vitro 

da  peroxidase  e  da  polifenoloxidase  foram  determinadas  em  espectrofotômetro 

computadorizado. A atividade da peroxidase foi determinada medindo-se a variação 

de absorbância do tetraguaiacol formado na reação enzimática com comprimento de 

onda de 470 nm (MOERSCHBACHER  et al.,  1986).  A absorbância foi  lida em 2 

minutos  e  a  atividade  específica  foi  expressa  como  nKat/mgSAB/g  de  amostra 

(SOUTHERTON e DEVERALL, 1990). Para a atividade da polifenoloxidase, mediu-

se a variação de ortoquinona formado na reação enzimática com comprimento de 

onda de 495 nm. A absorbância foi lida em 2 minutos e a atividade expressada como 

nKat/mgSAB/g de amostra (SRIVASTAVA, 1987). A dosagem de glicose nos fígados 

foi realizada segundo o método de Antrona baseado em DISCHE (1962), tendo sido 

os resultados expressos em mg/g.

Os cortes histológicos foram preparados através da fixação de amostras dos 

fígados em formalina a 10% tamponada pH 7,4, diafanização em xilol, inclusão em 

blocos de parafina, corte em micrótomo a 5 µm de expessura, montagem em lâmina 

de  vidro,  coloração  em  Hematoxilina-Eosina  (GARTNER  e  HIATT,  1999),  e 

observação  ao  microscópio  ótico  de  transmissão  de  luz  para  avaliação 

histopatológica. Os resultados foram quantificados em porcentagem de ocorrências 

de cada tipo de lesão observada por número de lâminas analisadas.

Os  dados  foram transformados  em log  (x+1)  para  atender  a  premissa  de 

normalidade.  Para  comparação  das  médias  realizamos  a  análise  de  variância 

(ANOVA  TWO  WAY)  seguido  dos  testes  de  Tukey.  As  diferenças  foram 

consideradas significativas quando p≤0,05 (ZAR, 1999). 

RESULTADOS 

Durante o período experimental, a temperatura média foi 23,05 ±1,0 °C não 

apresentando variações que pudessem interferir nos resultados obtidos (BRAGA e 

LIMA, 2001).
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Aos 30 dias de experimentação o Ganho em Peso (GP) e Sobrevivência (S) 

média foram 37,55g±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. Não foram observadas diferenças estatísticas para 

as médias de Sobrevivência (p>0,5), mas a ANOVA fatorial demonstrou diferenças 

altamente significativas para o GP, entre os tratamentos não suplementados (T1 e 

T2), e os suplementados (T3 e T4) (p<0,001).

Os resultados dos parâmetros bioquímicos hepáticos avaliados encontram-se 

na Tabela 1. 
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Tabela 1: Avaliações bioquímicas de amostras de fígados de rã-touro Americana, Lithobates catesbeianus, coletados no Momento 
Zero (MZ) e ao final do experimento (n = 16) 

Proteínas

 (mg SAB/mL)

Fenóis

(mg Ác. Clorogênico)

Atividade da POD* 

(nKat/mgSAB/g)

Atividade da PPO* 

(nKat/mgSAB/g) Glicose (mg/g)

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 0,26±0,045 b 2,40±0,20 b 0,015±0,005 c 25,85±3,89 c

T3 1,64±0,01 a 0,31±0,025 a 0,00*±0,00 0,025±0,015 d 20,41±1,55 a,c

T4 1,52±0,00a 0,22±0,01 b 0,00*±0,00 0,035±0,00 b 17,17±1,12 d

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

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

T1:  Controle,  100  animais/m2,  sem  suplementação  alimentar.  T2:  236  animais/m2,  sem  suplementação  alimentar.  T3:  236  animais/m2, 
suplementado com probiótico à base de Bacillus subtillis. T4: 236 animais/m2, suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.

*: A atividade da enzima Peroxidase foi detectada em níveis próximos de zero.
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Os  resultados  da  quantificação  de  proteínas  analisados  através  da 

ANOVA evidenciaram aumento estatisticamente significativo (p<0,05) para este 

parâmetro entre MZ e T2. A produção de fenóis (degradação de proteínas),  

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 probióticos). A atividade da enzima Peroxidase 

(POD) no MZ foi de 8,53±5,06, porém, aos 30 dias de experimento, a mesma 

manteve-se em níveis consideráveis apenas em T2 (2,40±0,20), apresentando-

se  em valores  próximos  de  zero  nos  demais  tratamentos.. A  atividade  da 

enzima Polifenoloxidase (PPO) diminuiu significativamente entre MZ e 30 dias 

nos diferentes tratamentos. A Glicose hepática apresentou diferença entre MZ 

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

As alterações morfológicas encontradas nos cortes de fígados durante a 

análise  histopatológica  estão  descritas  na  Tabela  2.  Foram  encontrados 

diversos tipos de lesões, tendo sido a rarefação citoplasmática detectada em 

100% das amostras submetidas aos tratamentos.

Tabela  2:  Alterações  morfológicas  observadas  através  de  análise 
histopatológica  em amostras  de  fígados  de  rã-touro  Americana,  Lithobates 
catesbeianus,  coletados no Momento  Zero  (MZ)  e  ao final  do  experimento. 
(n=16)

Alteração MZ T1 T2 T3 T4
Rarefação 

citoplasmática

77,78% 75% 100% 100% 100%

Melanomacrófagos 100% 25% 100% 66,67% 75%
Hepatite 

monolinfocitária

44,45% * 33,34% 33,34% 50%

Áreas hemorrágicas 11,12% * 66,67% * *
Pontos necróticos 11,12% 25% 66,67% * 50%

Granuloma 11,12% 25% * 66,67% 25%
Leucócitos diversos 11,12% 25% 33,34% 66,67% 50%
O  símbolo  *  indica  ausência  da  alteração  correspondente.  T1:  Controle,  100 
animais/m2, sem suplementação alimentar. T2: 236 animais/m2, sem suplementação 
alimentar.  T3:  236  animais/m2,  suplementado  com  probiótico  à  base  de  Bacillus  
subtillis. T4: 236 animais/m2, suplementado com betaglucana do fungo Agaricus blazei.
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A  Figura  1  mostra  um  corte  histológico  de  uma  amostra  de  fígado  do 

Tratamento  2  (T2),  apresentando  rarefação  do  citoplasma,  hepatite 

monolinfocitária e presença de melanomacrófagos.

Figura  1:  Corte  histológico  de  fígado  de  rã-touro,  Lithobates  catesbeianus, 
apresentando rarefação citoplasmática (a), hepatite monolinfocitária (b) e presença de 
melanomacrófagos (c),  visto ao microscópio  ótico de transmissão.  Escala  100 μm. 
Coloração Hematoxilina-Eosina.

DISCUSSÃO

Nesse  estudo  objetivamos  avaliar  o  efeito  hepatoprotetor  da 

suplementação alimentar com probiótico Bacillus subtillis e com a betaglucana 

do fungo  Agaricus blazei em rã-touro submetida à condição de estresse por 

adensamento. É conhecido que os vertebrados geralmente respondem a esse 

tipo  de  estímulo  estressor  com  aumentos  nos  níveis  plasmáticos  de 

glicocorticoides  (ROMERO,  2002),  corticosterona  (GC)  no  caso  de  anfíbios 

(WADA,  2008).  Os  glicocorticóides  desempenham  papel  importante  na 

mobilização  de  energia,  especialmente  durante  o  estímulo  estressor,  com 

aumento na taxa metabólica, redução na ingestão de alimentos, mobilização de 
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reservas de energia, redução no ganho em peso e crescimento e redução da 

atividade fagocítica (MOBERG, 2000). Esperávamos que a suplementação com 

probiótico  e  betaglucana  mostrasse  efeito  hepatoprotetor,  reduzindo  a 

ocorrência de lesões hepáticas.

FONTANELLO et al. (1987) afirmam que é comum a ocorrência de altas 

taxas de sobrevivência para rãs-touro com peso médio acima de 12 g, devido 

ao fato de já  terem passado pela fase crítica da metamorfose.  Os animais 

utilizados nessa experimentação foram escolhidos após esta fase (45 dias) e 

esta alta taxa de sobrevivência já era esperada, principalmente na condição 

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

Entre os grupos submetidos à condição de estresse por adensamento, 

os tratamentos não 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 rãs-touro tratadas com o mesmo probiótico, 

utilizado na mesma dosagem, em um período de 112 dias. Possivelmente o 

período experimental  utilizado neste trabalho não tenha sido suficiente para 

que fossem observados os efeitos do suplemento sobre esse parâmetro. Além 

disso, é possível que as frações solúveis dos polissacarídeos não-amiláceos 

(PNA)  presentes  nas  betaglucanas  componentes  da  parede  celular  de 

bactérias e fungos, que constituem fator antinutricional, tenham interferido na 

absorção e utilização 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 interferência pode se 

dar através de efeitos como aumento da viscosidade do quimo no intestino, 

proteção do alimento contra os ataques de enzimas digestivas e aumento da 

taxa de passagem, entre outros, causados pelos PNA.

 No  fígado  ocorrem  atividades  metabólicas  diversas,  entre  elas  o 

metabolismo  de  carboidratos,  proteínas  e  lipídeos.  Sob  a  ação  dos 

glicocorticóides o metabolismo pode sofrer  alterações importantes.  Segundo 

SILVEIRA  et  al.  (2009),  o  cortisol  atua de modo amplo no metabolismo de 

carboidratos, lipídeos e proteínas, tendo efeito gliconeogênico, estimulando a 
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biossíntese de glicose a partir de compostos de carbono não-glicídicos, como 

aminoácidos. 

Comparando  os  resultados  das  análises  bioquímicas  dos  fígados, 

verificou-se  que  os  animais  do  grupo  T4  apresentavam  condição  hepática 

muito  próxima  à  do  grupo  controle,  demonstrando  efeito  hepatoprotetor  da 

betaglucana  do  fungo  Agaricus  blazei,  concordando  com as  afirmações  de 

BARBISAN et al. (2003) e HI et al. (2008).

É desejável o aumento da deposição de proteínas no fígado, enquanto o 

aumento na produção de fenóis indica o aumento na degradação das mesmas 

(SWAIN  e  HILLIS,  1959;  SILVEIRA  et  al.,  2009).  HIPOLITO  et  al.  (2004) 

afirmam que a queda na quantificação de proteínas e o aumento na produção 

de fenóis indicam menor metabolismo proteico, o que pode estar relacionado à 

qualidade da ração utilizada, podendo-se nesse caso observar vacuolização 

celular (rarefação citoplasmática) em cortes histológicos do fígado. No presente 

estudo, observou-se que, ao final, a deposição de proteínas foi maior apenas 

em  T2,  não  sofrendo  a  influência  do  tempo  nos  outros  tratamentos.  A 

degradação de proteínas, indicada pela produção de fenóis, diminuiu entre o 

início 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 diminuição na atividade da mesma 

entre o início e o final do experimento. A enzima Peroxidase catalisa reações 

de  oxidação,  combatendo  os  peróxidos,  geradores  de  radicais  livres, 

causadores de lesões celulares. A sua atividade protege as células, mantendo 

a integridade das mesmas, porém sua intensificação indica estresse oxidativo, 

aumento da presença de radicais livres, e o aumento na ocorrência de lesões 

celulares. HIPOLITO  et al. (2006) afirmam que a intensificação da atividade 

desta enzima indica maior quantidade de radicais livres, causadores de lesões 

hepáticas, e também a ocorrência de deficiência nutricional.  COTRAN  et al. 

(2000) afirmam que o desbalanceamento nutricional pode ser a principal causa 

de lesões celulares, que podem ser produzidas pela presença de radicais livres 

durante  o  metabolismo  de  carboidratos,  proteínas  e  lipídios,  provocando  a 

fragmentação de proteínas e lipídeos nas membranas celulares.
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A Polifenoloxidase sofreu uma diminuição significativa em sua atividade 

entre MZ e 30 dias, mantendo-se muito próxima entre T1 e T4, e entre T2 e T3.  

Para HODGSON et al. (2004), a menor intensidade da atividade da PPO indica 

aumento  na  degradação  de  proteínas,  podendo-se  consequentemente 

observar o aumento na produção de fenóis. 

Os glicocorticóides desempenham um papel importante na mobilização 

de energia, especialmente durante o estresse. O aumento na dosagem desses 

hormônios estimula o catabolismo proteico e a gliconeogênese (EL NAGDY et 

al.,  1995;  DENVER  et  al., 2002;  ROMERO,  2002),  com  aumento  na 

degradação  de  proteínas  hepáticas,  e  consequente  produção  de  fenóis  e 

glicose no fígado. Diante disso, pode-se explicar o aumento no teor de glicose 

hepática proporcional ao aumento da degradação de proteínas nos fígados em 

T2 e T3. 

O estresse crônico pode promover danos fisiopatológicos nos sistemas 

que são atingidos por esse estímulo (MC EWEN, 2008), inclusive alterações 

morfológicas  irreversíveis  nas  células  hepáticas  (HIPOLITO  et  al.,  2004). 

GUYTON  e  HALL  (2002)  afirmam  que  o  fígado,  quando  apresenta  severa 

disfunção decorrente de várias causas e por dias seguidos, pode levar a um 

quadro  irreversível,  com  evidente  diminuição  da  taxa  do  crescimento,  e  à 

morte.

Apesar  da  utilização  da  suplementação  alimentar,  que  poderia  ter 

melhorado a condição geral de saúde dos animais, a utilização da ração para 

peixes, possivelmente com perfil  nutricional inadequado à espécie, pode ser 

umas das causas das lesões hepáticas encontradas neste estudo. O probiótico 

Bacillus  subtillis tem  mostrado  efeitos  promissores  em  aquicultura, 

especialmente no estímulo do sistema imune, porém, na maioria das vezes, é 

necessário  o  uso  prolongado  deste  aditivo  para  que  os  resultados  sejam 

visíveis.  A  betaglucana  do  fungo  Agaricus  blazei,  com  conhecido  efeito 

imunomodulador,  hepatoprotetor,  e  anticancerígeno,  mostrou  também  um 

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

A betaglucana do fungo  Agaricus blazei reduziu os efeitos do estresse 

provocados  por  alta  densidade  de  estocagem  sobre  o  fígado  em  rã-touro, 

Lithobates catesbeianus, mostrando efeito hepatoprotetor para essa espécie.
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Probióticos e betaglucanas são exemplos de suplementos alimentares 

utilizados como imunoestimulantes,  e seu uso na aquicultura tem produzido 

resultados  animadores,  inclusive  relacionados  ao  aumento  do  desempenho 

zootécnico e à redução dos efeitos do estresse. A sua utilização na aqüicultura, 

em  especial  na  ranicultura,  pode  constituir  uma  alternativa  ao  uso  de 

antibióticos, melhorando também os aspectos sanitários da criação, resultado 

desejável em qualquer exploração animal com fins comerciais.

O probiótico Bacillus subtillis tem mostrado efeitos promissores em aquicultura, 

especialmente no estímulo do sistema imune e no incremento do crescimento e 

ganho em peso, porém é necessário o uso prolongado para que os resultados 

sejam visíveis.

A  betaglucana  do  fungo  Agaricus  blazei,  com  conhecido  efeito 

imunomodulador,  hepatoprotetor,  e  anticancerígeno,  mostrou-se também um 

potencial redutor dos efeitos do estresse, especialmente na redução dos níveis 

de glicocorticoides. 

Apesar  da  utilização  da  suplementação  alimentar,  que  poderia  ter 

melhorado a condição geral de saúde dos animais, a utilização da ração para 

peixes  na  alimentação  da  rã-touro,  possivelmente  com  perfil  nutricional 

inadequado  à  espécie,  pode  ser  umas  das  causas  das  lesões  hepáticas, 

inclusive deficiência proteica, encontradas neste estudo. Não existe uma ração 

comercial específica para rã-touro, e a sua produção não é economicamente 

viável  para  as  fábricas  de  ração  devido  ao  baixo  volume demandado  pelo 

mercado. No entanto, a suplementação alimentar da ração utilizada visando a 

redução dos efeitos do estresse mostrou-se uma alternativa razoável para a 

ranicultura.
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