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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do uso de probiéticos
sobre o desenvolvimento (crescimento, sobrevivéncia e conversdo alimentar)
de ras-touro (Rana catesbeiana), nas fases de girinagem e metamorfose e,
verificar a influéncia destes produtos sobre o quadro imunoldgico e
hematoldgico de girinos e imagos mantidos em laboratério e no campo. Foram
conduzidos trés Experimentos. O Experimento | foi caracteristicamente
exploratorio, utilizando girinos de Rana catesbeiana recém eclodidos, realizado
no campo, foram testados quatro diferentes produtos, sendo estes: Pl -
Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium, P2 -
Bacillus subtilis, P3 - Lactobacillus acidofillus, Bacillus subtilis, Lactobacillus
lactis e P4 - Sacharomyces cerevisiae. No Experimento Il trabalhou-se com
dois probidticos (P1 e P2) durante a fase de metamorfose e, em laboratério. O
Experimento 1l reuniu os melhores resultados dos testes anteriores elegendo-
se o Bacillus subtilis (P2) que foi testado em trés diferentes doses e, no campo.
Néo foram evidenciadas diferencas significativas para o ganho de peso,
sobrevivéncia e conversdo alimentar entre os tratamentos. As analises
imunologicas apresentaram bons resultados nos grupos tratados com
probiotico. No experimento Il os girinos tratados com Bacillus subtilis tiveram o
indice fagocitico significativamente maior. No experimento lll, tanto o indice
fagocitico quanto a capacidade fagocitica foram melhores nos grupos tratados
com o Bacillus subtilis, sendo altamente significativos. A adicdo de probidtioco
a dieta dos girinos e imagos, demosntrou ndo influenciar nas analises
hematoldgicas. As condi¢des de criagcdo podem influenciar de forma direta na
eficiéncia dos aditivos promotores de crescimento. Praticas adequadas de
manejo, como as utilizadas neste experimento, podem levar a resultados que
nao mostrem efeito significativo desses aditivos sobre o desempenho dos
animais. Contudo, quando expostos a situacdes de desafio imunoldgico e,
provavelmente, outras situacfes de estresse, 0s probioticos podem evidenciar
sua acao melhorando o desempenho de girinos e imagos de ra-touro mantidas
em laboratério ou em campo.

Palavras-chave : Ra-touro, Rana catesbeiana, girino, probidtico, imunologia,
hematolégia
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the influence of probiotics on the
development (growth, survival and feed conversion) and on the imunological
and hematological system of the bullfrog, R.catesbeiana, at the tadpole and
metamorphic stages, mantained in laboratory and field. Three experiments were
conducted; in the first one, carried out the field, four different products were
tested: P1 — Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidume Enterococcus
faecium, P2 — Bacillus subtilis, P3 — Lactobacillus acidofillus, Bacillus subtilis,
Lactobacillus lactis and P4 — Sacharomyces cerevisiae. In the second one,
conducted in the laboratory, two probiotics (P1 and P2) were used during the
metamorphose phase. In the third one, the bests results obtained in the latter
tests were considered, which resulted in the choice of Bacillus subtilis (P2),
tested in three different doses in the field. No significant differences were
observed on body gain, survival and feed conversion in all the treatments. The
imunological analyses presented good results in the probiotics groups. In the
second experiment the tadpoles that were treated with Bacillus subtilis showed
a significantly higher fagocytic index. In the third experiment, both the fagocytic
index and fagocytical capacity presented better results in the Bacillus subtilis
groups, with highly significative results. The addition of probiotics to the tadpole
and froglet diet did not influence the efficiency of growth promoters aditives.
Correct handling practices, as those used in this experiment, can generate
results that do not show significant effects of these aditives on bullfrog’s
performance. However when the animals are exposed to imunological
challenge and others stress situations, probiotics can evidence its action on
bullfrog tadpoles and froglets performance, mantained in the laboratory and
field.

Key-words : Bullfrog, R. catesbeiana, tadpole, probiotic, imunology and
hematology
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1.1 Consideragdes iniciais sobre Ranicultura

A Ranicultura no Brasil teve inicio na década de 30 com a introducao dos
primeiros 300 animais da espécie Rana catesbeiana Shaw (1802),
popularmente conhecida como ra-touro. Originaria do Norte dos EUA e
Sudeste do Canada, a espécie se adaptou muito bem as condi¢des climaticas
brasileiras, o que privilegiou seu aspecto de reproducdo e engorda, passando a
atingir peso de abate e maturidade sexual com maior precocidade (FERREIRA
et al., 2002).

O Brasil, mesmo estando na vanguarda da criacdo de ras, necessita que
esta atividade sofra ainda, alguns ajustes. Faz-se necessario 0 aumento do
incentivo governamental (fiscal e financeiro), maior atencdo dos 6&rgaos
publicos, ativacdo de pesquisas e técnicos especializados (FERREIRA, 2001).
Nos ultimos anos, esta area no Brasil vem crescendo de forma mais acelerada
que em outros paises. Atualmente, a ra-touro é a Unica espécie criada nos
randrios brasileiros, apesar de haver em nosso pais, varias espécies nativas
(autéctones) (MELLO, 1997).

Em termos de producao, a criacdo de girinos e imagos saudaveis € uma
etapa fundamental para o bom andamento de qualquer ranario. Segundo
RIBEIRO FILHO (1998), na maioria dos ranarios comerciais observa-se a
ocorréncia de mortalidade de girinos relacionada a varios fatores, como por
exemplo: problemas de manejo, deficiéncia alimentar, instalacdes
inadequadas, ma qualidade de agua e doencas provocadas por bactérias e
fungos. Para obter sucesso na criagdo de girinos, é necesséario conhecer a
biologia do animal, incluindo a anatomia e fisiologia do aparelho digestorio,
para que possam formular racbes compativeis com as suas necessidades,
proporcionando maior aproveitamento dos alimentos oferecidos, ja que girinos
bem nutridos irdo, conseqglientemente, originar imagos mais saudaveis, que

atingirdo a fase adulta em menor tempo.
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Segundo WIRZ et al., (1992) a fase critica da producdo de R. catesbeiana
€ a fase poés-metamorfose, momento em que 0S animais encontram-se mais
vulneraveis as variagcdes ambientais, ocorrendo altas taxas de mortalidade. O
girino nessa fase sofre mudancas fisiologicas e anatdmicas muito complexas.
Trocam o regime alimentar, de onivoro para carnivoro e apresentam mudancas
fisiolégicas que envolvem uma queda de resisténcia. Mesmo com manejo
adequado, muitas vezes chega-se a atingir perda de 20% dos animais durante
essa fase (FERREIRA et al., 2002).

Da mesma forma, CASTRO e PINTO (2000) afirmam que a mortalidade
de girinos e imagos pode constituir um ponto de estrangulamento na
ranicultura. Instalacdes apropriadas e técnicas de manejo adequadas para esta
fase sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento da atividade
(LIMA e AGOSTINHO, 1989).

O desempenho dos girinos depende diretamente da oferta de alimentos
balanceados em quantidade e qualidade adequada. Ndo sdo poucas as vezes
em que a ocorréncia de desenvolvimento anormal ou mortalidade sé&o sinais

provaveis de desordens nutricionais (ALBINATI, 2001).

As principais modificagBes que ocorreram na ranicultura, com relacédo a
alimentacdo, surgiram a partir da década de 80. Atualmente sdo utilizadas
racdes comerciais, formuladas e balanceadas, na sua maioria, a partir do
conhecimento das exigéncias nutricionais de peixes, uma vez que ainda nao se
dispbe de informagdes suficientes sobre as necessidades nutricionais das ras
(STEFANI, 2001).

1.2. Anatomia e fisiologia do aparelho digestériod e girinos e ras
Assim que absorvem a vesicula vitelina, as larvas de ras interiorizam as

branquias e comecam a nadar livremente pela agua, a procura de alimento.

Dependendo da espécie, o girino tera um habito alimentar caracteristico, de
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acordo com o aparelho bucal, a estratégia de captura e o ambiente que
coloniza, podendo ser carnivoro, planctofago, ili6fago, bentdénico, consumindo
também residuos vegetais e animais e, até mesmo, as proprias fezes
(ALBINATI, 1995). Desta forma, o tubo digestorio dos girinos, na maioria das
espécies, é indiferenciado, ou seja, pouco se distingue a regido do estbmago
do intestino, que € alongado. Quando passam pela metamorfose, o tubo
digestivo das ras torna-se essencialmente carnivoro, com estbmago grande e
bem diferenciado do intestino, pois com este habito, irdo se alimentar de
insetos, crustaceos e moluscos entre outros (DUELLMAN e TRUEB, 1986 e
LIMA e AGOSTINHO, 1992).

Segundo KENNY (1969) existem trés mecanismos basicos de estratégia
alimentar de girinos: 1) raspagem bucal, com retirada de materiais aderidos a
substratos, utilizando a mandibula; 2) filtracdo a meia agua, em que aspiram
agua até a faringe, sendo nesse segmento separadas as particulas de maior
tamanho. A agua, carreando particulas finas, atinge a camera de filtracao
branquial, na qual acontece a separacdo das particulas, considerando a sua
granulometria, havendo retencdo das que possuem de 5 a 100 micrometros
que, misturadas com o muco, sao transportadas por batimentos ciliares até o
esbfago; 3) filtracdo na superficie, na qual proteinas, gorduras e bactérias

aglutinadas a matérias flutuantes sédo captadas.

FONTANELLO et al. (1988) relatam que os girinos de ra-touro preferem
apreender o alimento na superficie da agua. Os girinos tém o habito de se
alimentar continuamente. Além de raspar os alimentos, os girinos concentram,
por filtracdo, bactérias, protozoarios e detritos orgénicos presentes em

suspensao na agua e na coluna superficial (ALBINATI, 1995).
No decorrer da metamorfose, o trato gastrointestinal dos girinos passa por

uma série de modificacdes anatomo-fisiologicas. ALBINATI (1995) verificou

reducdo significativa do tubo digestorio de girinos de ra-touro durante a
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metamorfose, refletindo a mudanca do habito alimentar dos girinos, de

onivoros, na fase inicial, para carnivoros, apos a metamorfose.

As rds em sua fase terrestre apresentam um comportamento alimentar
(consumo, conversao e crescimento) irregular, que varia principalmente em
funcdo da temperatura, tipo de alimento ofertado e acesso ao alimento. Para
analise e estabelecimento de indices neste periodo, sdo necessarios longos
periodos de observacdes didrias. Entretanto, € nos primeiros meses apos a
metamorfose que estes animais apresentam as melhores taxas de ganho de

peso (CULLEY JR. E GRAVOIS, 1971; WIRZ et al., 1992 e CASTRO, 1995).

1.3. Alimentos Funcionais

Sao considerados alimentos funcionais aqueles que, além de fornecerem
a nutricdo basica, promovem a saude através de mecanismos nao previstos
pela nutricdo convencional, devendo ser salientado que esse efeito esta
associado a reducgdo do risco a certas doencas e ndo a sua cura. Sao produtos
alimenticios que produzem beneficios especificos, ou que contém niveis
significantes de componentes biologicamente ativos, para melhoria da saude,

além dos seus nutrientes basicos tradicionais (SANDERS, 1998).

Contudo, alimentos funcionais sozinhos ndo garantem boa saude, eles
fazem parte do conjunto total incluindo boa nutricdo com alimentos
balanceados, boas praticas de manejo e genética. Desta maneira pode-se
produzir animais com mais saude, que reverte em ganhos produtivos a
atividade pecuaria e oferta de produtos animais com maior seguranga ao
consumidor final. Esta € a tendéncia mundial na producédo de alimentos mais
saudaveis, com menos residuos quimicos, consequentemente, com menos
riscos para o consumidor. Os alimentos funcionais podem vir a ser uma
alternativa viavel e saudavel a substituicdo dos promotores de crescimento e a
reducdo dos antibidticos e quimioterapicos disponiveis a nutricdo e terapéutica
animal (CASTRO, 2003).
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Nos Ultimos anos, o0 conceito de alimentos funcionais passou a
concentrar-se de maneira intensiva nos aditivos alimentares que podem
exercer efeito benéfico sobre a composicdo da microbiota intestinal. Os
prebidticos e os probiéticos sdo aditivos alimentares que compdem esses
alimentos funcionais (ZIEMER e GIBSON, 1998).

Prebidticos sdo componentes alimentares nao digeriveis que afetam
beneficamente o hospedeiro, por estimularem seletivamente a proliferacao ou
atividade de populagbes de bactérias desejaveis no célon. O prebidtico pode
inibir a multiplicacao de patdégenos, garantindo beneficios adicionais a saude do
hospedeiro. (GIBSON e ROBERFROID, 1995; MATTILA-SANDHOLM et al.,
2002).

A principal acdo dos prebiéticos € estimular o crescimento e/ou ativar o
metabolismo de algum grupo de bactérias benéficas do trato intestinal. Alguns
acucares absorviveis ou nao, fibras alcoois de agucares e oligossacarideos séo
considerados substancias prebiodticas (CASTRO, 2003).

Ja os probidticos sdo microorganismos vivos (0 que inclui bactérias
lacticas e leveduras) que exibem um efeito benéfico sobre a saude do
hospedeiro apds ingestdo, devido a melhoria das propriedades da microbiota
intestinal (SANDERS e KLAENHAMMER, 2001).

Um produto referido como simbidtico é aquele no qual um probidtico e
um prebidtico estdo combinados. A interac&o entre o probiotico e o prebidtico in
vivo pode ser favorecida por uma adaptacdo do probidtico ao substrato
prebiodtico anterior ao consumo. Isto pode, em alguns casos, resultar em uma
vantagem competitiva para o probidtico, se ele for consumido juntamente com
o prebidtico. O consumo de probidticos e de prebibdticos selecionados
apropriadamente pode aumentar os efeitos benéficos de cada um deles, uma
vez que o estimulo de cepas probidticas conhecidas leva a escolha dos pares
simbidticos substrato-microrganismo ideais (HOLZAPFEL e SCHILLINGER,

Dissertacao



Fernanda Franca Introducao

2002; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Desta maneira, 0s prebidticos agem
intimamente relacionados aos probidticos e constituem o alimento das
bactérias probidticas (CASTRO, 2003).

1.4. Probiéticos

O termo “probidtico”, de origem grega, significa “para a vida”, e tem sido
empregado das maneiras mais diversas ao longo dos ultimos anos. Tal termo
foi inicialmente proposto como descritivo de compostos ou extratos de tecidos
capazes de estimular o crescimento microbiano (LILLY e STILLWELL, 1965).
Posteriormente, PARKER (1974) definiu probidtico como relativo a organismos
e substancias que contribuem para o equilibrio microbiano intestinal. Esta
definicAo era, no entanto, pouco satisfatéria uma vez que a palavra
“substancia” poderia incluir suplementos tais como antibiéticos (cuja funcéo é

virtualmente oposta).

Entretanto, a definicdo atualmente aceita internacionalmente é que eles
sado microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que
conferem beneficios a saude do hospedeiro (SANDERS e KLAENHAMMER,
2001).

Segundo CASTRO (2003) os probidticos sédo aditivos alimentares
compostos por microorganismos vivos, em estado de laténcia, que afetam
beneficamente o desenvolvimento dos organismos por propiciar-lhe um

balanco microbiano gastrointestinal desejavel.
As culturas probioticas sdo suplementos microbianos que aumentam de
maneira significativa o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos (GUZMAN,

1992).

Estes produtos precisam ser capazes de exercer efeitos benéficos no

hospedeiro. Um organismo probiético deve necessariamente sobreviver as
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condicbes adversas do estdbmago e colonizar o intestino, mesmo que
temporariamente, por meio da adesdo ao epitélio intestinal (ZIEMER e
GIBSON, 1998; LEE et al., 1999). Para GUZMAN (1992), a agio benéfica do
uso de probidticos ocorre de duas formas: a primeira, determina melhores
indices zootécnicos (maior produtividade, aumento no ganho de peso e melhor
conversdo alimentar) e a segunda, reduz a colonizacao intestinal por alguns

patogenos.

O mecanismo de acdo dos probibdticos ainda ndo estd inteiramente
elucidado. Sao atribuidas a eles varias acdes positivas como: o auxilio na
digestdo e absorcao de nutrientes; acao inibitoria no crescimento de bactérias
patogénicas (producédo de bacteriocinas); producao de &cido latico que reduz o
pH do meio, exercendo efeito antibacteriano (FULLER, 1977); producéo de
metabdlitos que inibem bactérias Gram negativas e positivas patogénicas;
producado de vitaminas do grupo B (FULLER, 1989); estimulo do sistema imune
atraves da ativacdo dos macrofagos; ativacao do sistema imune contra células
malignas e restaurac@o da microbiota intestinal apos tratamento com antibiético
(CASTRO, 2003).

FULLER (1989) enumerou trés possiveis mecanismos de acdo dos
probiéticos, sendo o primeiro deles a competicdo por sitios de adesdo. O
segundo, seria a alteracdo do metabolismo microbiano, pelo aumento ou
diminuicdo da atividade enzimatica, e o terceiro, seria o estimulo da imunidade
do hospedeiro, por meio do aumento dos niveis de anticorpos e 0 aumento da

atividade dos macréfagos.

1.5. Efeitos fisiologicos

1.5.1. Imunidade

Bons niveis zootécnicos dependem diretamente da homeostase do

sistema imune, garantindo que o animal se mantenha livre de patdgenos,

Dissertacao



Fernanda Franca Introducao

oportunistas ou ndo. Assim, manter a imunocompeténcia dos animais de
producdo é extremamente desejavel, uma vez que, fatores exdgenos que
desencadeiam nesses animais a imunossupressao e, consequentemente, a
ocorréncia de processos infecciosos, podem resultar em queda dos indices
zootécnicos e prejuizos econbmicos relevantes ao produtor (MORGULIS,
2002).

Embora haja diversos estudos voltados para a prevencao de doengas e o
aumento da resposta imune com a utilizagdo de probidticos principalmente na
medicina humana, os mecanismos especificos de acdo ainda nao estdo bem
esclarecidos (ERICKSON e HUBBARD, 2000).

Os macréfagos sao células fagociticas consideradas como sendo primeira
frente de defesa contra antigenos invasores. Sao células brancas que se
originam de mondcitos, fazem parte do sistema imunologico e sdo capazes de
realizar a fagocitose, sendo essa a capacidade de ingerir microrganismos.
Além da atividade fagocitica, estas células exercem iniUmeras outras fungoes,
dentre elas: o reconhecimento antigénico e processamento destes antigenos
no interior dos fagossomos para posterior apresentacdo antigénica para
linfocitos, quimiotaxia e producdo de mediadores quimicos importantes, as
citocinas, para a ativacdo adequada do sistema imune adquirido (mediado por
linfocitos). As funcdes dessas células podem ser moduladas de acordo com
fatores nutricionais, genéticos e ambientais (QURESHI, 2003). A fagocitose
nao € um processo simples, nela estdo envolvidas varias etapas nas quais

ocorrerdo: ingestdo, morte e digestdo do antigeno.

Uma resposta imune eficiente estad intimamente relacionada com a
presenca de nutrientes imunomoduladores na dieta (QURESHI, 2003), estes
vao atuar diminuindo o estresse imunolégico e, desta forma, impedindo a
mobilizacdo de nutrientes para atividades que nao estejam ligadas com a
producdo animal, ndo prejudicando o desempenho zootécnico do mesmo
(FERKET, 2003).
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Relatos de literatura indicam que varios tipos de probidticos existentes
possuem algum efeito imunomodulador (COPPOLA e GIL-TURNES, 2004).
Acredita-se que as alterac6es imunolégicas induzidas pelos probidticos nao
estdo limitadas a imunidade local da mucosa intestinal, ha também relatos de
efeitos sobre a resposta imune sistémica (ERICKSON e HUBBARD, 2000).
Segundo estes autores, ha hipoteses de que sdo os produtos da parede celular
das bactérias (peptideosglicanos e lipopolissacarides) que compde o0s
probidticos que co-estimulam a inducdo da resposta imune. Células endoteliais,
macrofagos, células da musculatura lisa e neutréfilos sdo ativados por estes
componentes da parede celular e, em resposta, liberam outros mediadores

guimicos, por exemplo: as citocinas.

Por ser considerada uma primeira ativacdo de toda a resposta imune
subsequente, julga-se importante a mensuracdo da atividade fagocitica dos
fagdcitos. E ap6s a fagocitose que uma grande variedade de mediadores
quimicos é liberada, resultando em recrutamento de células imunocompetentes

e com isso uma resposta imunoldgica sistémica (ISOLAURI et al., 2001).

As técnicas de analise para determinacdo do indice fagocitico e
capacidade fagocitica sdo de facil execugdo, baixo custo e apresentam
resultados precisos.

1.5.2. Hematologia

Através do estudo do sangue em seus aspectos fisiolégicos, morfoldgicos
e bioquimicos, podem ser obtidas informacdes sobre o estado geral do animal
(RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004). Entretanto, principalmente por
serem animais ectotérmos, o quadro hematolégico dos anfibios pode variar de
acordo com as condigdes em que se encontram, como clima, alimentacgéo,
idade, peso e sexo (HARRIS, 1972; PENHA et al.,, 1996; PALENSKE e
SAUNDERS, 2003; FIORANELLI et al., 2003; 2004; COPPO et al., 2005).
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As variaveis da série vermelha, eritrograma, sdo de grande valia na
identificacdo de processos anemiantes (MAHONEY e MCNULTY, 1992),
engquanto o leucograma pode ser empregado como auxilio no diagnéstico dos
processos infecciosos (RANZANI-PAIVA e EIRAS, 1992) e outros estados de

desequilibrio homeostéatico.

O sangue dos anfibios é composto por plasma, eritrdcitos, leucécitos e
trombdcitos (DUELLMAN e TRUEB, 1986). DIAS (1992) relatou a caréncia de
informacgdes sobre a composicdo celular do sangue de anfibios. Mas, artigos
recentes como FERREIRA et al. (2003), COPPO et al. (2005) e FIORANELLI et

al. (2004) vem abordando cada vez mais este assunto.

Nos anfibios os glébulos vermelhos, também chamados eritrocitos, séo
nucleados e se apresentam quase que universalmente ovais. Segundo
DUELLMAN e TRUEB (1986) existem diferencas morfoldégicas entre os
glébulos vermelhos de formas adultas e larvais de anuros. Singularmente, 0s

eritrocitos dos girinos sdo maiores que os de rds metamorfoseadas.

Os globulos brancos, ou leucocitos sdo de dois tipos: os agranuldcitos,
sem granulacdes visiveis no citoplasma, que sdo produzidos nos l6bulos
linfaticos e no baco e constituem os linfocitos e os mondcitos; e os granuldcitos,
que se formam na medula 0ssea e se classificam em neutrofilos, basofilos e
eosinofilos, cujos citoplasmas apresentam granulacdes visiveis com diferentes
afinidades pelos corantes de Romanowisk, corando-se pelas cores neutras,
bésicas ou &cidas respectivamente. A principal funcdo dos glébulos brancos é
a defesa do organismo contra a acdo de corpos estranhos que penetrem nos
tecidos (TURNER , 1988).

Segundo COOPER (1967) os granuldcitos, neutréfilos, eosindfilos e
basdfilos apresentam atividade fagocitaria, estando intimamente relacionados

com o0s mecanismos de defesa do hospedeiro, particularmente contra
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bactérias. Os agranulécitos, mondécitos apresentam marcante atividade
macrofagica, enquanto os linfécitos estdo relacionados com a estimulacdo do

crescimento dos tecidos e a sintese de anticorpos.

A funcdo e a ocorréncia dos trombdcitos ainda permanece controvertida.
Os trombdcitos tém sido geralmente considerados como responsaveis pelo
processo de coagulacdo sanguinea. Sao ceélulas nucleadas, com funcéo similar
as plaquetas dos mamiferos. Em contraste com as plaguetas de mamiferos
que sdo fragmentos de células anucleadas, os trombdcitos de anfibios séo
células completas, predominantemente elipticas, arredondadas ou fusiformes,
com nuacleo fusiforme (PENHA et al., 1996). A atividade fagocitaria em
trombdcitos foi descrita em anfibios por DIAS e SINHORINI (1991) e PENHA et
al., (1996).

A Contagem Diferencial de Leucdcitos (CDL), € um método que permite
ao pesquisador ter um panorama da porcentagem dos tipos de células
existentes no sangue (RANZANI-PAIVA, 1995).

O método do microhematocrito (GOLDENFARB et al.,, 1971) € o mais
utilizado em laboratorios clinicos de medicina humana, para medir o volume
dos eritécitos sedimentados. Este teste € de simples realizacdo, utilizando-se
apenas uma centrifuga de alta velocidade, tubos capilares e cartdo de leitura. E
também bastante utilizado em organismos aquaticos por requerer pequenas
quantidades de sangue e ser de facil realizacdo em campo. O principio deste
método é compactar os eritrocitos na parte inferior do tubo e o volume por eles

ocupado em relagdo ao sangue total.

A determinacdo da concentracdo de hemoglobina é um dos meios mais
simples e usuais como indicador de anemias. O método empregado para
organismos aquaticos é o cianometahemoglobina. Este método consiste em
adicionar sangue em uma solug¢do contendo ferricianeto de potassio e cianeto
de potassio (COLLIER, 1944).
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Outra analise realizada em hematologia € a contagem de eritrocitos. O
namero de eritrécitos, bastante usados em pesquisas hematologicas de
mamiferos, é uma analise que vem sendo utilizada em organismos aquaticos
pelo método visual na camara hematimétrica de Neubauer (RANZANI-PAIVA,
1995).

Em hematologia sdo calculados os indices hematimétricos a partir do
ntmero de eritrécitos por mm? de sangue, da hemoglobina e do hematécrito.
Sado eles: Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Esses indices sao utilizados na
caracterizacdo morfolégica do sangue dos animais e das anemias. O VCM,
que expressa o volume médio dos eritrocitos em fentolitro (fL), € maior em
peixes, anfibios, répteis e aves do que em mamiferos, devido a presenca de
nucleo nas células desses animais (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA,
2004). A CHCM indica o valor médio da porcentagem em peso da
hemoglobina por eritrdcito e varia pouco entre as espécies. BASTOS (1966)
sugere que a CHCM dos peixes pode ser menor do que a dos mamiferos,
devido ao menor volume do citoplasma nos eritrocitos nucleados dos

animais.

1.6. Justificativa e Objetivos

A exigéncia com a qualidade de produtos de origem animal é cada vez
maior. Alguns autores questionam o uso indiscriminado de antibiéticos como
promotores de crescimento na alimentacédo animal. Isto vem sendo questionado
devido a possivel relacdo existente entre o uso destes medicamentos e 0
aumento da resisténcia bacteriana nos animais e no homem (FULLER, 1989 e
FERKET, 2003). Ainda, o alto custo de producao, devido principalmente ao

elevado preco das racdes comerciais tem levado 0s pesquisadores a
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estudarem formas de aumentar a eficiéncia alimentar e a taxa de crescimento

dos girinos e ras.

Neste cenario, muitas pesquisas estdo voltadas para a busca de
alternativas que mantenham a alta produtividade e que sejam economicamente
viaveis, sem prejudicar a saude humana e animal, atendendo, desta forma, as
novas exigéncias do consumidor e do mercado externo. Dentre estas, destaca-
se 0 uso de probidticos que, quando suplementados na dieta, garantem
isencdo de residuos medicamentosos nos produtos de origem animal e
contribuem para a melhoria do desempenho e da saude do animal (JIN, 1997,
ZULKIFLI, 2000).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do uso
de probidticos sobre o desenvolvimento (crescimento, sobrevivéncia e
conversao alimentar) de ras-touro (Rana catesbeiana), nas fases de girinagem
e metamorfose, verificando a influéncia destes produtos sobre o quadro
imunoldgico e hematolédgico de girinos e imagos mantidos em laboratorio e no

campo.
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Foram conduzidos trés Experimentos para o teste com probiéticos (Figura
1). O Experimento | foi caracteristicamente exploratério, testando quatro
diferentes produtos em girinos de Rana catesbeiana recém eclodidos e
realizado no campo. No Experimento Il trabalhou-se com dois probioticos
durante a fase de metamorfose e em laboratdrio. O Experimento Il reuniu os
melhores resultados dos testes anteriores elegendo-se um Unico probidtico que

foi testado em trés diferentes doses e no campo.

Teste com Probidticos
I

Experimento |

Experimento Il

| ] ] I ] ]
Campo Girinos recém 4 probiéticos Campo Metamorfose 1 probiético
eclodidos 1 dose cada e Imagos 3 doses
Ganho de peso J Sobrevivéncia Ganho de Peso Sobrevivéncia
CA CA. (Girinos e Imagos)
(Imagos)
Andlises Andlises
imunoldgicas hematoldgicas
(Imagos) (Imagos)

FIGURA 1 — Organograma do Teste com Probidticos resumindo os detalhes de
cada etapa Experimental

A seguir encontram-se detalhadas cada uma das etapas experimentais.

2.1. EXPERIMENTO | - INFLUENCIA DO USO DE 4 PROBIOTICOS SOBRE
O DESEMPENHO DE GIRINOS DE RAS-TOURO

O teste foi conduzido no ranario experimental do Pdélo Regional de
Desenvolvimento Tecnolégico dos Agronegécios do Vale do Paraiba
(PRDTAVP), em Pindamonhangaba — SP / Brasil.
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Utilizou-se 3.000 girinos de ra-touro (Rana catesbeiana) recém eclodidos,
procedentes de desovas ocorridas no proprio ranario, com peso médio inicial
de 0,019, na densidade de 1 girino/L.

Os animais foram colocados em tanques de alvenaria de 1,0 x 1,0 x 0,2 m,
com fluxo continuo de agua, totalizando 15 tanques, com capacidade de 200 L
cada (Figura 2), localizados dentro de um galpdo de alvenaria, com janelas

laterais teladas, coberto com telhas de amianto.

FIGURA 2 - Tanques utilizados no teste com probiéticos em
girinos de R. catesbeiana (Experimento ) —
Ranario Experimental do PRDTAVP

O experimento foi conduzido com 5 tratamentos, utilizando 4 probioticos
comerciais diferentes (C - Controle, P1 - Probidtico 1, P2 - Probiotico 2, P3 -
Probidtico 3 e P4 - Probiético 4) e 3 réplicas simultaneas. A composicao de

cada probidtico encontra-se na Tabela 1.
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TABELA 1 - Principio ativo dos probidticos utilizados no Experimento | com
girinos de R. catesbeiana

Probiotico Principio Ativo UFClg

Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum
e Enterococcus faecium

Probidtico 2  Bacillus subtilis 1x10°

Lactobacillus acidofillus, Bacillus subtilis,
Lactobacillus lactis

Probiotico 1 3 x10°

Probiético 3 1 x 10°

Probiético 4  Sacharomyces cerevisiae 7 x 108

Por serem comercializados na forma de p6, e com granulometria inferior a
0,21 mm, os produtos foram facilmente misturados a racdo farelada e ofertados
aos girinos. Apenas o Probiético 3 foi diluido diretamente na agua, conforme
indicacdo do fabricante. As doses utilizadas foram recomendadas pelos
fabricantes: 10g/Kg de racao para P1 e P2, 6g/ton de agua para P3 e 5g/kg de

racao para P4.

A racao comercial utilizada era propria para girinos, fornecida pela
Cooperativa Agropecuaria de Atibaia (CAAT), contendo 45% de proteina bruta
(PB), 5% de fibra bruta (FB) e 2,7% extrato etéreo (EE). A alimentacado foi
fornecida duas vezes por dia (manhd e tarde) compreendendo 10% da
biomassa/dia durante o primeiro més, 5% da biomassa/dia durante o segundo
més, e 2% da biomassa/dia durante o terceiro més de experimentacdo. Por
ocasido da oferta de alimento a agua de abastecimento dos tanques era

fechada por 1 hora.

As temperaturas maximas e minimas da agua e do ar foram aferidas
diariamente. As andlises fisicas e quimicas da agua foram feitas
semanalmente: oxigénio, condutividade elétrica, pH e amobnia total. Nesta
ocasido realizava-se também a sifonagem dos tanques. O experimento foi

conduzido durante 84 dias, e as biometrias foram realizadas a cada 28 dias.

2.1.1. Desempenho
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Para determinar o desempenho de producao foram avaliados, ao final do
experimento, o ganho de peso (GP), a taxa de sobrevivéncia (S) e a conversao

alimentar aparente (CA) através das formulas:

GP = peso final - peso inicial

S =total de animais final x 100
total de animais inicial

CA =racéo fornecida
ganho de peso

2.1.2.Tratamento Estatistico

Para verificar diferencas das médias de desempenho e sobrevivéncia entre
0S grupos tratados com os diferentes probiéticos e o controle foi realizada a
andlise descritiva das variaveis do estudo, apresentadas em termos de seus
valores de tendéncia central e de dispersdo. Foram realizados testes para verificar
a normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias (D’Agostino-Pearson
e Bartlett), e para constatacdo de diferencas significativas entre tratamentos
realizou-se analise de variancia (ANOVA-1 fator) seguida pelo teste de Tukey. Os
resultados foram considerados significativos quando p<0,05 (ZAR, 1996).

2.2. EXPERIMENTO Il - INFLUENCIA DE 2 PROBIOTICOS SOBRE O
DESEMPENHO E FISIOLOGIA DE GIRINOS E
IMAGOS DE RA-TOURO, EM CONDICOES DE
LABORATORIO

O experimento foi conduzido no Laboratério de Toxicologia do Instituto de
Pesca/Sdo Paulo — SP. Foram utilizados 270 girinos de ré-touro (Rana
catesbeiana) a partir do estagio 36 de GOSNER (1960), com peso médio inicial

de 2,95 + 0,069, procedentes de um ranario comercial no Vale do Paraiba/SP.

Baseado nos resultados do Experimento | foram testados dois probidticos
(P1-Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium (3
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x 10° UFC/g) e P2-Bacillus subtilis (10° UFC/g)), adicionados & racdo, na dose
de 10g/kg ragéo para cada probiético, mais o grupo controle conduzidos com 3
réplicas simultaneas, totalizando 9 aquarios. Foram utilizados aquarios de 55 x
30 x 35 cm, preenchidos com 30L de agua de abastecimento declorada por
pernoite (Figura 3). A densidade utilizada foi de 1 girino/L.

f-_.._f: |

FIGURA 3 — Aquarios utilizados no Experimento Il do
teste com probiéticos em girinos

Os probioticos foram adicionados diretamente a racdo e ofertados aos
animais. Os girinos foram alimentados com a mesma ragdo do Experimento |
(CAAT: 45% PB, 5% FB, 2,7% EE). A alimentacao foi fornecida diariamente,
compreendendo 1% da biomassa/dia.

Os aquérios eram sifonados diariamente e completados com &gua
declorada. As analises fisicas e quimicas da 4gua foram feitas semanalmente:
temperatura, oxigénio, condutividade elétrica, pH e amdnia total. Nesta ocasido
realizava-se também a troca total da agua dos aquarios.

Apos a transformacéo dos girinos, as rds recém metamorfoseadas foram
transferidas para caixas de polipropileno, semi-secas, com area de 1.410 cm?,
desenvolvidas por BUENO GUIMARAES (1999) como protétipo de micro
ambientes para anuros semi-terrestres (Figura 4).
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FIGURA 4 — Caixas de manutencdo dos animais em laboratorio. Prototipo de
micro ambientes para anuros semi-terrestres. A — Vista geral.
B — Detalhe da caixa

Os imagos passaram a se alimentar com ragéo extrusada, acrescida da
respectiva dose de probiotico utilizada anteriormente. A racao utilizada para os
imagos foi da marca Purina - NutriPeixe com 45% PB, 14% FB e 14% EE.

Para induzir as rads a se alimentar foram adicionadas larvas de tenébrio a
racdo. A racao foi fornecida diariamente ad libitum, em cochos localizados na
area seca das caixas (Figura 5). Diariamente as caixas eram esvaziadas e

limpas.

FIGURA 5 - Cochos localizados na area seca
das caixas - Alimentacdo dos
imagos no Experimento Il
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2.2.1. Desempenho

Para determinar o desempenho de producdo dos girinos e imagos foram
avaliados, ao final do experimento, o ganho de peso (GP), a taxa de
sobrevivéncia (S) e a conversao alimentar (CA) seguindo as mesmas formulas

utilizadas no Experimento I.

Para quantificar o consumo de racédo dos imagos, toda a sobra de racéo
do dia anterior, de cada caixa, foi recolhida e armazenada para
congelamento. Ao final do experimento a sobra de racdo foi seca em estufa
com recirculacado de ar com temperatura de 50°C por 24h. Com os valores de
consumo de racdo em matéria natural e do ganho de peso foi calculada a

conversao alimentar.
2.2.2. Anélises Imunoldgicas

Ao final do experimento foram utilizados 6 girinos e 6 imagos de cada
tratamento para a realizacdo dos testes imunoldgicos. Injetou-se 2 mL de uma
solucdo de levedura com concentracdo de 11.000 cel/mm® na cavidade
abdominal. ApGs o periodo de 1:30h de incubacdo (determinado em testes
preliminares) os animais inoculados com a levedura foram anestesiados
profundamente em solucdo de benzocaina (1g de benzocaina/lL de 4gua) até
a morte. Apos o sacrificio foi feito um corte na lateral do abdome, por onde foi
realizado o lavado da cavidade abdominal com solucdo de Ringer para
Anfibios'. Esse processo foi realizado com cuidado para que o lavado n&o
fosse contaminado por sangue da cavidade abdominal. O liquido aspirado da
cavidade abdominal foi centrifugado a 1.500 rpm, por 5 minutos, em tubo
plastico. ApGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspendido, colocado entre lamina e laminula e levado ao microscopio de

contraste de fases para contagem de fagécitos.

1 ~ SR P . ~ z - . . _
Solucédo fisioldgica cuja concentragdo esta proxima ao meio interno dos anfibios, composta por:

Bicabornato de sodio (100 mg), Cloreto de Calcio (100 mg), Cloreto de Potassio (75 mg), Cloreto de Sédio
(6 g) e agua destilada (1028 mL).
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Com os resultados das contagens do namero de fagdécitos ativos e do
numero total de leveduras no interior das células fagociticas foram
calculados os indices de Capacidade Fagocitica (CF) e Indice Fagocitico
(IF) segundo metodologia descrita por SILVA et al.(2002 e 2005), conforme

as féormulas:

CF = numero de fagécitos fagocitando
100 fagocitos

IF = numero total de leveduras fagocitadas
numero de fagocitos fagocitando.

2.2.3. Andlises Hematoldgicas

Para as analises hematoldgicas foram retiradas amostras de sangue
de outros 6 girinos e 6 imagos de cada tratamento. O sangue foi coletado
através do rompimento do vaso caudal dos girinos e da artéria ciatica dos
imagos. Os animais foram anestesiados com anestésico local (lidocaina).
Com o sangue coletado foi realizado: contagem de eritrécitos, em camara
de Neubauer; hematocrito, pelo método de microhematdcrito, segundo
GOLDENFARB et al., (1971); taxa de hemoglobina, pelo método da
cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944); foram feitas extensdes
sanglineas, coradas pelo método de ROSENFELD (1947) para a
contagem diferencial de leucécitos, contagem total de leucdcitos e
trombodcitos. Com os valores obtidos do numero de eritrocitos,
hematocrito e taxa de hemoglobina foram calculados os indices
hematimétricos absolutos segundo WINTROBE (1934): volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) (ANEXO 1).
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2.2.4. Tratamento Estatistico

Para verificar diferencas das médias de desempenho (ganho de peso,
sobrevivéncia e conversdo alimentar), parametros hematologicos e
imunoldgicos, dos grupos tratados com probi6tico e o grupo controle foram
realizadas andlises de variancia (ANOVA) seguidas pelo teste de Tukey. Os

resultados foram considerados significativos quando p<0,05 (ZAR, 1996).

2.3. EXPERIMENTO Ill - EFEITO DO PROBIOTICO Bacillus subtilis NO
CRESCIMENTO, SOBREVIVENCIA E FISIOLOGIA
DE RAS-TOURO (Rana catesbeiana )

A partir dos resultados dos Experimentos | e Il realizou-se este terceiro
teste que foi conduzido no ranario experimental do POlo Regional de
Desenvolvimento Tecnologico dos Agronegocios do Vale do Paraiba
(PRDTAVP), em Pindamonhangaba — SP. Foram utilizados 1.200 girinos de ra-
touro (Rana catesbeiana) a partir do estagio 36 de GOSNER (1960), com peso
meédio inicial de 4,26 = 1,069, procedentes de um ranario comercial no Vale do
Paraiba/SP.

O probiético utilizado foi Bacillus subtilis (10° UFC/g), testado em trés
doses diferentes. O teste foi conduzido com quatro tratamentos e trés réplicas

simultaneas, totalizando 12 tanques (Tabela 2).

Foram utilizados tanques de alvenaria, de 1,0 x 1,0 x 0,2 m, com fluxo
continuo de agua e completados com 100 L cada. A densidade utilizada foi de
1 girino/L. O probiotico foi adicionado diretamente a racdo para ser ofertado
aos animais. Os girinos foram alimentados com racéo farelada Poli-nutri (45%
PB, 6% FB, 9% EE). A alimentag&o foi fornecida diariamente, compreendendo
2% da biomassa/dia.
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TABELA 2 — Delineamento experimental do teste com probioticos
(Experimento III)

Tratamentos Principio Ativo Doses
Controle Sem adicdo de probidtico --
Tratamento 1 Bacillus subtilis 2,5¢/Kg de racao
Tratamento 2 Bacillus subtilis 59/Kg de racao
Tratamento 3 Bacillus subtilis 10g/Kg de ragao

As andlises fisicas e quimicas da agua foram feitas semanalmente:
temperatura, oxigénio, condutividade elétrica, pH e aménia total. Nesta

ocasido realizava-se também a sifonagem dos tanques.

Os animais foram mantidos nestas condicdes até que 20%
completassem a metamorfose durante o0 mesmo periodo, para que, desta
forma, fosse obtido o maior niumero de imagos com o mesmo tempo de

vida ap6s a metamorfose.

As ras recém metamorfoseadas foram transferidas para baias de pré-
engorda, semi-secas, medindo 1,0 x 1,5 m (Figura 6). Nesta etapa do
experimento foram utilizados 240 imagos, que ja haviam sido tratados
com o probidtico antes da metamorfose. Os imagos passaram a se
alimentar com racdo extrusada Poli-nutri (40% PB, 6% FB, 8% EE),
acrescida da respectiva dose de probiotico utilizada anteriormente. Apos

a metamorfose os animais foram acompanhados por mais 40 dias.

Dissertacao
25



Fernanda Franca Material e Métodos

FIGURA 6 — Baias utilizadas durante o experimento Illl no teste com probiéticos.
A — vista interna da estufa onde se localizavam as baias. B — vista
interna da baia utilizada no experimento

2.3.1. Desempenho

As biometrias foram realizadas a cada 7 dias. Para determinar o
desempenho de producdo dos imagos foram avaliados, ao final do
experimento, o ganho de peso, a taxa de sobrevivéncia e a conversao

alimentar.
2.3.2. Analises Imunoldgicas
Ao final do experimento foram utilizados 6 imagos de cada tratamento
para a realizacdo dos testes imunologicos. A metodologia empregada para a
realizacdo das analises foi a mesma utilizada no Experimento II.
2.3.3. Analises Hematologicas
Para as analises hematoldgicas foram retiradas amostras de sangue de

outros 6 imagos de cada tratamento. A metodologia empregada nos testes
hematoldgicos também foi a mesma utilizada no Experimento |l.
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2.3.4. Tratamento Estatistico

Para verificar diferencas das médias de desempenho (sobrevivéncia e
conversao alimentar), parametros hematologicos e imunoldgicos, dos grupos
tratados com probidtico e o grupo controle foram realizadas analises de
variancia (ANOVA) seguidas pelo teste de Tukey. A relacdo entre as variaveis
dependentes e independentes foi verificada através de teste de regressdo. Os

resultados foram considerados significativos quando p<0,05 (ZAR, 1996).
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3.1. EXPERIMENTO | - INFLUENCIA DO USO DE 4 PROBIOTICOS SOBRE

O DESEMPENHO DE GIRINOS DE RAS-TOURO

As temperaturas maximas médias da agua foram 24,2 + 2,3°C e as

minimas e 20,8 + 1,6°C. As demais variaveis fisicas e quimicas da agua

monitoradas estdo apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3 — Média e Desvio Padrdo das variaveis fisicas e quimicas da agua dos
tanques de girinos de R. catesbeiana, obtidas durante o Experimento | do
teste com probidticos

Oxigénio

Condutividade Amobnia ndo

0,
Tratamentos Dissolvido & de~ pH Elétrica iloniozada
saturacao
(mg/L) (uS/cm) NHs pg/L
Controle 6,50+1,29 73,49+133 6,81+052 47,20+6,63 0,45+0,11
Probiéticol 6,59 +1,31 74,27 +13,4 6,76 +0,48 46,90+6,75 0,33+0,10
Probiotico2 6,46 +1,40 72,88+ 14,8 6,82+0,52 47,38+6,67 0,46 + 0,26
Probiotico3 6,49+1,20 71,37 +16,2 6,81+0,53 47,39+7,06 0,42+0,14
Probiotico4 6,53+1,09 74,02+10,8 6,89+0,50 46,89+6,85 0,44+0,10

Os resultados das analises fisicas e quimicas da agua nao apresentaram

variacbes significativas ndo exercendo influéncia sobre os dados obtidos

durante a experimentagéo.

3.1.1. Desempenho

O peso médio dos girinos durante o experimento em cada biometria

encontra-se na Figura 7.

29
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Peso médio - girinos - Experimento |

6
chll
o 4
< 3 - —e— Controle
S —=— Probidtico 1
§ 2 Probiético 2
a 11 —— Probiético 3

0 ‘ ‘ ‘ —— Probiotico 4

Inicial 1° biometria  2° biometria  3° biometria
Biometrias (a cada 28 dias)

FIGURA 7 — Peso médio de girinos de R. catesbeiana durante o
teste com probioticos

As médias do ganho de peso, conversdo alimentar aparente (C.A.) e
sobrevivéncia dos girinos ao final do experimento, em cada tratamento,

encontram-se na Tabela 4.

TABELA 4 — Médias do ganho de peso (g), conversao alimentar aparente (CA)
e sobrevivéncia (%) de girinos de R. catesbeiana, por tratamento,
obtidos durante o teste com probiéticos

Tratamentos Garrl]hé) d?oe(g)e S0 angrénte Sobrevivéncia (%)
Controle 4,79 0,92 69,84
Probidtico 1 4,68 0,97 73,84
Probidtico 2 3,75 0,96 82,00
Probidtico 3 4,32 1,00 73,17
Probidtico 4 4,52 0,98 70,50
F para tratamentos 0,745 1,03N° 0,27"°
CV (%) 22,13 5,50 20,23

NS — Nao Significativo CV - Coeficiente de Variacao

Pode-se verificar através dos dados apresentados que o ganho de peso
meédio dos girinos foi muito similar entre os grupos testados, e a analise
estatistica realizada através do teste de Tukey indicou ndo haver diferencas
significativas entre os tratamentos (P= 0,57).
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As pequenas variacbes no ganho de peso observadas durante o
experimento podem estar relacionadas as diferentes densidades encontradas
nos tanques a partir do segundo més de experimentacdo, devido a mortalidade

ocorrida durante o primeiro més do teste.

A conversao alimentar aparente dos girinos durante o experimento
(Tabela 4) n&o apresentou diferencas significativas (P=0,44), mostrando
resultados muito similares entre os tratamentos. Provavelmente, a boa
conversao alimentar obtida neste experimento ocorreu devido a abundancia de
alimentos naturais (fito e zooplancton) disponiveis na agua de abastecimento

dos tanques, complementando a alimentacao dos girinos.

A mortalidade média dos girinos ao final do experimento encontra-se na
Tabela 4. A Figura 8 demonstra a mortalidade média dos girinos por biometria

durante o Experimento I.

Mortalidade Girinos - Experimento |
35
< 30 —¢
> ——
© / —a—0
8 25
3 //
e 20 //
Q
= 15
2 10 //
G
= / —e— Controle
S / —a— Probitico 1
Probidtico 2
Inicial 10 20 30 —&— Probidtico 3
—e— Probidtico 4
Biometrias (a cada 28 dias) robIofico

FIGURA 8 — Mortalidade (%) média de girinos de R. catesbeiana, obtidas
durante o teste com probidticos
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Embora se note que o Probidtico 2 apresentou uma sobrevivéncia maior
durante a experimentacdo, a andlise estatistica para estes dados, realizada
através do teste de Tukey, indicou ndo haver diferencas significativas entre os
tratamentos (P= 0,89).

A média das taxas de sobrevivéncia apresentada demonstrou estar pouco
abaixo da esperada em criacbes comerciais, ou seja, 80%. Mas esse fato
provavelmente se deve aos constantes manuseios e biometrias durante o
experimento, especialmente nos primeiros 28 dias do teste, momento em que
0S animais se apresentavam muito sensiveis ao manuseio (contagem e
limpeza dos tanques), pois foram usados animais jovens (0,01g) com apenas

um dia de vida apos a eclosao dos ovos.

3.2. EXPERIMENTO Il - INFLUENCIA DE 2 PROBIOTICOS SOBRE O
DESEMPENHO E FISIOLOGIA DE GIRINOS E
IMAGOS DE RA-TOURO, EM CONDICOES DE
LABORATORIO

3.2.1 - GIRINOS

As temperaturas médias maximas e minimas da agua dos aquarios foram
de 23,82 + 2,06 e 22,15 + 2,07°C, respectivamente. As demais médias das
variaveis fisicas e quimicas da agua monitoradas sdo apresentadas na Tabela 5.

TABELA 5 — Média e Desvio Padrao das variaveis fisicas e quimicas da agua
dos aquarios de girinos de R. catesbeiana, obtidas durante o
Experimento Il do teste com probiéticos

Oxigenio Condutividade AMOMANao iy
Tratamentos Dissolvido pH Elétrica (uS/cm) ioniozada NO»™ g/l
(mg/L) H NHs pg/L 2 Mg

Controle 6,82+1,04 7,26+0,32 95,17+10,61 2599+6,44 154,35+ 69,76
Probidticol 6,98+1,09 7,26+0,35 93,20+10,02 24,00+ 4,07 143,35+ 63,20

Probi6tico2 6,87+1,19 7,30+041 97,80+11,29 27,66+5,46 149,39 + 69,57
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Da mesma forma que no Experimento | os resultados das analises fisicas
e guimicas da agua dos aquarios ndo apresentaram variagfes significativas
gue pudessem exercer influéncia significativa sobre os dados obtidos durante a

experimentacdo em laboratorio.

3.2.1.1. Desempenho

O peso médio dos girinos, por biometria em cada tratamento, encontra-se

na Figura 9.
Peso girinos - Experimento Il
5,5
5 /n/"‘_'_'—'—-ﬂ

—e— Controle

35 / —— Probidtico 1
3 4

- Probiético 2

Peso médio (g)
IS

TS S B « B o T« O« s N A « o B 2 S - B B o]
v T 3 8 8 ¢V & FF ST IFES

Biometrias (a cada 14 dias)

FIGURA 9 - Peso médio (g) de girinos de R. catesbeiana, por biometria, em
cada tratamento durante o teste com probiéticos

Verifica-se que os probiéticos testados nao influenciaram diferencialmente
0 crescimento dos animais, que apresentaram 0 mesmo padrdo de
crescimento. Nos primeiros 3 meses de experimentacdo observou-se um

aumento exponencial de peso com estabilizacdo nas semanas subsequentes.

As médias do ganho de peso, conversdo alimentar aparente e
sobrevivéncia dos girinos ao final do experimento, em cada tratamento,

encontram-se na Tabela 6.
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TABELA 6 — Médias de ganho de peso (g), conversédo alimentar aparente
(CA) e sobrevivéncia (%) de girinos de R. catesbeiana, por
tratamento durante o teste com probidticos

T Ganho de Peso CA Sobrevivéncia
ratamentos
(9) aparente (%)
Controle 1,80 4,81 75,602
Probidtico 1 2,06 441 51,102
Probiético 2 2,10 4,19 83,33°
F para tratamentos 0,32 0,29 8,59*
CV (%) 23,00 20,70 24,16

Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade
CV - Coeficiente de Variacao NS = N&o significativo * Significativo a 5%

Através dos dados apresentados pode-se verificar que o ganho de peso
meédio dos girinos durante o experimento Il foi muito similar entre os grupos
testados, apresentando melhores resultados com o Probidtico 2. A anélise
estatistica realizada através do teste de Tukey indicou ndo haver diferencas

significativas entre os tratamentos (P= 0,73).

A conversdo alimentar apresentada no presente experimento foi
pior em relacdo ao Experimento I, este fato se deu pelo baixo ganho de
peso em um longo periodo experimental, provavelmente pela idade
mais avancada dos girinos e pelas condicdes experimentais que
restringem o espaco destes individuos, além de ndo permitir a
complementacdo da dieta dos girinos com alimentos naturais, como o

ocorrido no campo.

As taxas médias de mortalidade dos girinos durante do Experimento Il, em

cada tratamento encontram-se na Figura 10.
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Mortalidade Girinos - Experimento |l
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FIGURA 10 - Mortalidade meédia (%) de girinos de R.
catesbeiana, por biometria, em cada
tratamento durante o teste com probidticos

Durante o experimento houve sobrevivéncia mais elevada no grupo
tratado com o Probiotico 2. A mortalidade foi significativamente mais alta no
tratamento que utilizou o Probidtico 1 (P=0,02), quando comparado ao

Probiético 2, mas néo apresentando diferencas em relagcdo ao grupo controle.

Provavelmente esta mortalidade possa estar associada a uma paulatina
elevacdo de temperatura e pH, neste periodo, com consequente transformacéo
de amoénia total (NH;) em amodnia ndo ionizada (NHs), afetando de maneira

mais acentuada os individuos do Tratamento 1.

A taxa de metamorfose mais elevada ocorreu no tratamento que utilizou o
Probiédtico 2 (20%), mas nao apresentando diferencas significativas (P=0,29) do

grupo tratado com Probiotico 1 (11,1%) e grupo controle (14,4%).

3.2.1.2. Analises imunoldgicas

Os resultados das analises imunolégicas em girinos estdo apresentados

na Tabela 7 e nas Figuras 11 e 12.
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TABELA 7 - Médias e desvio padrdo da frequiéncia percentual da
capacidade fagocitica e indice fagocitico de girinos
de R. catesbeiana, no teste com probiotico

Capacidade Fagocitica (%) Indice Fagocitico

Controle 72,67+ 10,15 2,8+ 0,582
Probi6tico 1 83+ 8,15 3,18+ 0,452
Probio6tico 2 86,83+ 10,52 3,87+ 0,16b

F para 3,45NS 11’39***
tratamentos
CV (%) 13,57 19,39

Médias seguidas da mesma letra nao diferiram significativamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade

NS — Nao significativo CV - Coeficiente de Variacao

*** Significativo a 0,1%

Capacidade Fagocitica -
Girinos - Experimento Il

100+

80

60

(%)

40

20

Capacidade Fagocitica

O Controle

O Probidtico 1

Tratamentos

O Probiético 2

FIGURA 11 — Médias da frequéncia percentual, por tratamento, da
capacidade fagocitica de girinos de R. catesbeiana no
teste com probidtico

Dissertacao
36



Fernanda Franca Resultados e Discussao
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FIGURA 12 - Médias, por tratamento, do indice fagocitico de
girinos de R. catesbeiana no teste com
probidtico

A analise estatistica realizada através do teste de Tukey indicou
ndo haver diferengas significativas entre os tratamentos para a
capacidade fagocitica (P=0,058), apesar de observar-se que o0sS
animais tratados com Probidtico 2 apresentaram melhores resultados
(86,83%). O indice fagocitico também foi mais elevado no tratamanto
gue utilizou o Probidtico 2 demonstrando-se altamente significativo
(P=0,001).

Tanto em girinos quanto em imagos foram observadas células
fagociticas ativas no lavado abdominal (com leveduras em seu interior),
e 0 numero de leveduras no interior de cada célula, como mostra a

Figura 13.
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FIGURA 13 - Fotomicrografia de células fagociticas presentes em lavado
abdominal de girinos de ra-touro. (A — células fagocitando

leveduras e B — célula fagocitica inativa). Microscopio de
contraste de fases. Aumento de 400 X

3.2.1.3. Analises Hematoldgicas

Os resultados das analises hematoldgicas de girinos durante
Experimento Il com probioticos estdo apresentados na Tabela 8.

TABELA 8 - Médias e erro padrao dos parametros hematolégicos de girinos de
R. catesbeiana, em cada tratamento no teste com probiético

Ht Hb Er VCM CHCM
Controle  1550+0,92 3,62+0,19 3333+4,22 509,31+82,95 2355+1,33%

Probidtico 1 18,00+1,65 3,23+0,34 32,67+276 563,87+55,86 18,00+1,29°

Probidtico 2 14,33+0,56 2,75+0,22 22,58+ 290 680,37+80,30 19,14 +1,13%

F para 2 70" 2 90" 320N 1,39" 5 45+
tratamentos

Ht = hematdcrito (%); Hb = taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = nimero de eritrocitos
(104/mm3); VCM = volume corpuscular médio (fL); CHCM = concentra¢cdo de hemoglobina
corpuscular média (%).

NS = N&o significativo. Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey. * Significativo a 5%

A analise estatistica realizada através do teste de Tukey demonstrou que
0os parametros hematolégicos nao diferiram estatisticamente entre o0s

tratamentos. Apenas os valores de CHCM evidenciaram diferencas
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estatisticamente significativas quando se compara o grupo controle com o

Probiédtico 1, apresentando valores intermediarios para o Probi6tico 2.

Graficos detalhando estes resultados sdo apresentados na Figura 14.

Ht (%)

Er (104/mm3)

Hematécrito Hemoglobina
25,00 18,00 3,62 3,23
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4000 33,33 32,67 co 50931 56387 I
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O
0,00 -
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FIGURA 14 - Parametros hematoldgicos de girinos de R. catesbeiana em cada
tratamento no teste com probidtico. C = Controle, P1 = Probidtico 1 e

P2 = Probidtico 2
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Os valores médios e erro padrao da contagem de trombécitos por milimetro
cubico ao final do experimento foram de 390,09 + 183,69 para o controle, 259,41 +

81,80 para o Probidtico 1 e, 235,71 + 55,82 para o Probidtico 2.

Os resultados dos valores da contagem de trombdcitos mostram que
nao houve diferencas significativas entre os tratamentos (F = 0,53 e P=0,60).
Os trombocitos sdo considerados como responsaveis pelo processo de
coagulacdo do sangue (CASILLAS e SMITH, 1977), desempenhando papel

analogo as plaguetas dos mamiferos (PENHA et al., 1996).

Os numeros absolutos médios dos leucécitos totais e da contagem
diferencial de leucocitos (CDL) em girinos ao final do experimento encontram-se
na Tabela 9, e os valores em percentual da CDL encontram-se na Tabela 10.

TABELA 9 - Médias por milimetro cubico e erro padrdo dos numeros absolutos
de leucdcitos totais e da contagem diferencial de leucocitos de
girinos de R. catesbeiana por tratamento no teste com probiotico

Lc T/mm?®  L#mm3 Ntmm?® Bs/mm?® Es/mm?® Mn/mm?3

Controle 1185600 1107359+ 23872+  50515% 2570 + 1285 +
253078 221934 120,85 147,98 14,37 11,73
brobisticoy 1710951% 1571254+ 597,77+ 674,37+ 3152 + 9332 +
243490 232132 183,04 140,87 23,60 59,68
" 089367+ 950316+ 207,12+ 17098+ 12 41+ 0,00 +
Probiotico2 73081 171697 58,06 60,49 855 0,00
F para 303" 0,24 0,32 0,39 0,72 0,18"S
tratamentos

Lc T = Leucécitos Totais; Lf = linfocitos; Nt = neutréfilos; Bs = Basofilo; Es = Eosindfilo; Mn = Monécito.
NS = Nao significativo

O gréfico detalhando os resultados dos numeros de leucocitos totais
estéd apresentado na Figura 15.
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Leucocitos Totais
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FIGURA 15 - Numeros absolutos médios dos leucécitos totais
de girinos de R. catesbeiana, por tratamento no
teste com probidtico

A contagem total de leucdcitos ndo demonstrou diferencas entre os
tratamentos (P=0,08) apesar de estar mais elevada nos animais tratados com o

Probidtico 1.

TABELA 10 — Médias e erro padrdo dos valores percentuais da contagem
diferencial de leucdcitos de girinos de R. catesbeiana, por
tratamento no teste com probidtico

Lf (%) Nt (%) Bs (%) Es (%) Mn (%)

Controle  93,10+0,94 2,43+1,08 4,09+0,26 0,29+0,17 0,10+ 0,09
Probit6tico1l 91,86 +1,70 3,33+0,94 4,07+0,66 0,25+0,17 0,49+0,31
Probittico2 95,63 +0,88 2,47+0,62 1,73+0,56 0,17+0,11 0,00 £ 0,00

F para NS NS NS NS -
tratamentos 0,86 3,28 2,17 2,64 0,37

Lf = linfocitos; Nt = neutréfilos; Bs = Basdfilo; Es = Eosindfilo; Mn = Monécito.
NS = Nao significativo

Gréficos detalhando os resultados de CDL em porcentagem e valores

absolutos séo apresentados na Figura 16.
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FIGURA 16 - Valores em porcentagem e numeros absolutos da contagem diferencial
de leucdcitos de girinos de R. catesbeiana, em cada tratamento no
teste com probidtico. C = Controle, P1 = Probidtico 1 e P2 = Probidtico 2

Os valores médios dos leucdcitos, tanto em valores absolutos quanto em

porcentagem analisados através do teste de Tukey, ndo demonstraram
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diferencas significativas entre os tratamentos. A ilustracdo dos leucocitos
encontrados no sangue dos girinos durante a contagem diferencial estédo

apresentados na Figura 17.

Lf\.. : 4“,
. e -
Bs\ /Mn

FIGURA 17 — Fotomicrografia da extensdo sanguinea de girinos
de R. catesbeiana, no teste com probidtico.
Er = Eritrécito, Lf = Linfocito, Nt = Neutrofilo,
Bs = Basdfilo, Es = Eosindéfilo e Mn = Mondcito.
Coloracao Rosenfeld. Aumento de 1000 X

3.2.2. IMAGOS

Os valores médios das temperaturas maximas e minimas do ambiente

foram 24,35 + 2,05 e 22,59 + 2,05 °C, respectivamente.

3.2.2.1. Desempenho

O peso médio dos imagos em cada tratamento, durante o experimento,

encontra-se na Figura 18.
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FIGURA 18 - Peso médio de imagos de R. catesbeiana, por
biometria, em cada tratamento durante o teste
com probidtico

Verifica-se que os probidticos testados néo influenciaram diferencialmente
0 crescimento dos animais, que apresentaram 0 mesmo padrdao de
desenvolvimento. A partir da 12 semana pés-metamorfose, que coincide com a
formacdo completa do aparelho bucal e absorcao total da cauda, observou-se
um aumento exponencial de crescimento. Ainda, neste periodo, os animais
precisam adaptar-se a nova forma de se alimentar, ou seja, captura (“caga”) do
alimento, e ndo mais ingestado de particulas inertes. Estes fatores, entre outros,
podem muitas vezes dificultar o ganho de peso inicial dos imagos e, muito
provavelmente estéo relacionados as mortalidades encontradas em producdes
comerciais. Entretanto, talvez devido ao controle das condi¢des laboratoriais

ndo houve mortalidade de imagos neste periodo experimental.

As médias do ganho de peso e conversao alimentar dos imagos ao final do

experimento, em cada tratamento, encontram-se na Tabela 11.
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TABELA 11 — Médias de ganho de peso (g) e conversao
alimentar (CA) de imagos de R. catesbeiana, por
tratamento durante o teste com probidticos

Tratamentos Ganho de Peso (g) CA
Controle 3,86 1,99
Probidtico 1 3,93 1,34
Probiotico 2 5,86 1,01
F para tratamentos 1,31N 0,53 N
CV (%) 39,27 77,21
NS — N&o significativo CV - Coeficiente de Variacdo

O ganho de peso dos imagos foi mais elevado no tratamento que utilizou o
Probiético 2, mas sem diferencas estatisticamente significativas (P=0,34) dos

demais tratamentos.

A conversao alimentar foi pior no grupo controle, mas ndo demonstrou
diferencas significativas (P=0,62).

3.2.2.2. Analises Imunoldgicas

Os resultados das analises imunoldgicas em imagos estdo apresentados
na Tabela 12 e nas Figuras 19 e 20.

TABELA 12 — Médias e desvio padréo da frequéncia percentual da
capacidade fagocitica e indice fagocitico de imagos
de R. catesbeiana, no teste com probiético

Capacidade Fagocitica (%) indice Fagocitico

Controle 62,20 £ 14,72 3,26 £ 0,97
Probidtico 1 76,20 £ 9,88 3,90 £ 0,55
Probidtico 2 76,00 £5,34 3,89 +0,10

F para 2,82N 1,58
tratamentos

CV (%) 16,79 18,30
NS — Nao significativo CV - Coeficiente de Variacao
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FIGURA 19 - Médias da frequéncia percentual, por tratamento, da
capacidade fagocitica de imagos de R. catesbeiana, no
teste com probiotico
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FIGURA 20 — Médias, por tratamento, do indice fagocitico de imagos
de R. catesbeiana, no teste com probiotico
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Apesar de nao apresentarem diferencas estatisticas, a capacidade
fagocitica e o indice fagocitico foram mais elevados nos grupos tratados

com probidticos.

3.2.2.3. Analises Hematoldgicas

Os resultados das analises hematoldgicas dos imagos durante o

Experimento Il com probiéticos estdo apresentados na Tabela 13.

TABELA 13 — Médias e erro padrdao dos parametros hematoldgicos de
imagos de R. catesbeiana, em cada tratamento no teste
com probidtico

Ht Hb Er VCM CHCM

Controle  18,20+2,22 5,19+0,26 26,00+ 1,44 705,445+89,6 30,89 +4,25

Probidticol 21,92+151 5,62+0,49 31,88+3,77 632,504 £65,1 27,86 0,24

Probidtico2 19,17 +1,84 5,18+0,48 27,25+2,09 726,653+99,8 2529+1,381

F para
tratamentos

Ht = hematdcrito (%); Hb = taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = nimero de eritrocitos
(104/mm3); VCM = volume corpuscular médio (fL); CHCM = concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (%).
NS = N&o significativo

0,59 NS 0,258 1,15 0,18N° 0,76\

Andlise estatistica realizada através do teste de Tukey ndo evidenciou
diferencas estatisticas para parametros hematolégicos dos imagos. Graficos

detalhando estes resultados sao apresentados na Figura 21.
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FIGURA 21 - Parametros hematoldégicos de imagos de R. catesbeiana, em

cada tratamento no teste com probiético. P1 = Probiotico 1,
P2 = Probidtico 2
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Os valores médios e erro padrdo da contagem de trombdcitos por
milimetro cubico ao final do experimento foram de 2.103,61 + 795,68 para o
controle, 2.836,79 + 823,77 para o Probiético 1 e, 1.311,10 + 500,99 para o

Probiotico 2.

Os resultados dos valores da contagem de trombdcitos mostram que
nao houve diferencas significativas entre os tratamentos (F = 1,21 e
P=0,33).

Os numeros absolutos médios dos leucécitos totais e da contagem
diferencial de leucécitos (CDL) dos imagos ao final do Experimento Il
encontram-se na Tabela 14, e os valores em percentual da CDL encontram-

se na Tabela 15.

TABELA 14 - Médias por milimetro cubico e erro padrao dos niumeros absolutos
de leucdcitos totais e da contagem diferencial de leucocitos de
imagos de R. catesbeiana, por tratamento no teste com probi6tico

3

Lc T/mm?3 Lffmm3® Ntmm?® Bs/mm?® Es/mm® Mn/mm?

11.698,67 + 9.248,43 + 1.416,02+ 778,17+ 220,72+ 35,32

controle 364247 201456 42506 21338 86,42 21,84
Probicticol 5iioes” “sesce 4763 4607 2669 343
Probictico2 *ial0%6 " “iss 71 19406 25626 5601 4650
trafaﬁqaé;atos 0,07 ™ 0,24 1,26 N 1,018 2,17M 0,43"°

Lc T= Leucécitos Totais; Lf = linfécitos; Nt = neutréfilos; Bs = Basdfilo; Es = Eosindfilo; Mn = Mondcito.
NS = Nao significativo

O gréafico detalhando os resultados dos numeros de leucocitos totais

esta apresentado na Figura 22.
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FIGURA 22 — Numeros absolutos médios dos leucocitos
totais de imagos de R. catesbeiana, por
tratamento no teste com probidtico

A contagem total de leucdcitos ndo demonstrou diferencas estatisticas

entre os tratamentos, apresentando valores bem similares (P=0,93).

TABELA 15 - Médias e erro padrdo dos valores percentuais da contagem
diferencial de leucécitos de imagos de R. catesbeiana, por

tratamento no teste com probidtico
Lf (%) Nt (%) Bs (%) Es (%) Mn (%)

Controle 80,62+2,92 11,70+2,12 546+1,34 1,92+0,42 0,29 +£0,18
Probi6ticol 82,50+1,59 5,39+1,68 11,14+1,71 0,49+0,28 0,49 + 0,16

Probibtico 2 86,59+3,94 541+167 6,66+199 0,69+0,51 0,64 + 0,38

F para 0,24 N 1,26 NS 1,018 2,17Ns 0,43NS
tratamentos
Lf = linfocitos; Nt = neutréfilos; Bs = Basdfilo; Es = Eosindfilo; Mn = Monécito.
NS = Nao significativo

Gréficos detalhando os resultados de CDL em porcentagem e valores

absolutos estdo apresentados na Figura 23.
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FIGURA 23 - Valores em porcentagem e numeros absolutos da contagem
diferencial de leucécitos de imagos de R. catesbeiana, em
cada tratamento no teste com probiético. P1 = Probiotico 1,
P2 = Probidtico 2

Os valores médios dos leucécitos, tanto em valores absolutos quanto em
porcentagem analisados através do teste de Tukey, ndo demonstraram

diferencas significativas entre os tratamentos.
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3.3. EXPERIMENTO Ill - EFEITO DO PROBIOTICO Bacillus subtilis NO
CRESCIMENTO, SOBREVIVENCIA E FISIOLOGIA
DE RAS-TOURO (Rana catesbeiana )

3.3.1. GIRINOS

Nos tanques de girinagem as temperaturas médias da agua foram de 19,4
+ 1,4°C. As demais médias das variaveis fisicas e quimicas da agua
monitoradas sdo apresentadas na Tabela 16.

TABELA 16 — Médias e desvio padrao das variaveis fisicas e quimicas da agua
dos tanques de girinos

Oxigénio Condutividade =~ Amonia nao
Tratamentos Dissolvido pH Elétrica ioniozada
(mg/L) (mS/cm) NH; pg/L
Controle 7,46 + 0,46 7,50 +£0,42 37,76 £ 1,42 0,84 £ 0,29
Tratamento 1 7,64 + 0,23 7,48 + 0,35 37,98 +1,74 0,73+0,32
Tratamento 2 7,38 + 0,41 7,44 + 0,35 37,84 +1,76 0,67 £ 0,29
Tratamento 3 7,44 + 0,46 7,47 +£0,42 37,70 £ 1,47 0,58 £ 0,06

Os resultados das analises fisicas e quimicas da dgua ndo apresentaram

variacbes significativas, ndo exercendo influéncia sobre os dados obtidos

durante a experimentacao.

3.3.1.1. Desempenho

As taxas meédias de sobrevivéncia dos girinos ao final do experimento, em

cada tratamento encontram-se na Figura 24.
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Taxa de Sobrevivéncia -
Girinos - Experimento I
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FIGURA 24 - Taxas de sobrevivéncia média (%) de girinos de R.
catesbeiana, ao final do teste com probiotico

O tratamento com probidtico ndo influenciou as taxas de
sobrevivéncia dos girinos. Houve uma diminuicdo da mortalidade no
Tratamento 2, mas a analise estatistica realizada através do teste de
Tukey indicou ndo haver diferencas significativas entre os tratamentos

(P=0,07).
Apés 15 dias do inicio do teste houve a maior taxa de metamorfose

em um mesmo periodo (20%). Assim, os imagos foram transferidos para

as baias de pré-engorda, iniciando-se outra fase do experimento.

3.3.2. IMAGOS

As temperaturas médias maximas e minimas do ambiente nas baias foram

de 33,3 + 3,4°C e 16,0 + 2,7°C, respectivamente.
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3.3.2.1. Desempenho

O peso médio dos imagos durante o experimento, em cada tratamento,

encontra-se na Tabela 17 e Figura 25.

Peso - Imagos - Experimento I

’ /%' * Controle
Tratamento 1

A Tratamento 2

o
&

% Tratamento 3

Peso médio (g)
EN
&)

w
&

—

inicial 1° 20 3° 40 5° 6°
Biometrias (a cada 7 dias)

N
&

FIGURA 25 - Peso médio (g) de imagos de R. catesbeiana, por
tratamento durante o teste com probidtico. T1 - 2,5
g/Kg de ragcdo, T2 - 5 g/Kg de racdo e T3 - 10 g/Kg
de racéo

Pode-se verificar através dos dados apresentados que o peso médio dos
imagos foi similar entre os grupos testados, observando-se peso médio um
pouco superior nos grupos tratados com probiético ao final do experimento,

mas que nao diferiram significativamente (P= 0,74).

A mortalidade média dos imagos em cada tratamento encontra-se na

Figura 26.
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FIGURA 26 — Taxas de sobrevivéncia (%) meédia de imagos de R.
catesbeiana, no teste com probidtico

As taxas de sobrevivéncia dos imagos ao final do experimento foram de
94,34% no grupo controle, 83,33% no Tratamento 1, 92,59% no Tratamento 2 e
84,31% no Tratamento 3. O grupo controle e o Tratamento 2 apresentaram
sobrevivéncia discretamente maior durante a experimentacdo, embora a
analise estatistica para estes dados indicar ndo haver diferencas significativas

entre os tratamentos (P= 0,75).

O ganho de peso médio, conversdo alimentar e sobrevivéncia dos
imagos ao final do experimento, em cada tratamento, encontram-se na

Tabela 17.

O ganho de peso foi mais elevado no Tratamento 3 (10 g/Kg), com a
dose mais elevada de probiético, mas nado diferiu estatisticamente dos

demais.
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TABELA 17 — Ganho de peso (g), conversdo alimentar (CA) e
sobrevivéncia (%) de imagos de R. catesbeiana, por
tratamento durante o teste com probidticos

Tratamentos Ganho de Peso CA Sobre\gvenma
(@) (%)
Controle 3,45 4,85 94,34
Tratamento 1 3,92 8,03 83,33
Tratamento 2 3,82 5,57 92,59
Tratamento 3 4,25 4,65 84,31
F para tratamentos 0,14 NS 0,71 0,41
CV (%) 34,12 53,23 15,77
NS - N&o significativo CV - Coeficiente de variacao

DIAS (2006) trabalhando com Rana catesbeiana em fase de engorda
tratadas com dois probidticos (P1 - Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium
bifidum e Enterococcus faecium e P2 - Bacillus subtilis) observou aumento do

ganho de peso nas ras alimentadas com probiético até atingirem 200g.

Durante este experimento ndo foi obtida boa conversdo alimentar em
nenhum dos grupos. Este resultado se deu, provavelmente, pela dificuldade de
coleta dos restos de racdes para o calculo da conversdo, em virtude das
instalacdes (pouca profundidade dos cochos) e, por se tratar de um periodo em
que o0s animais ainda estdo se adaptando a alimentacéo fora da agua (caca e
condicionamento). Estes fatores, somados a presenca de uma cauda
rudimentar (climax da metamorfose) ocasionou perda de peso dos animais na
primeira semana apdés a metamorfose e, perda de ragcdo na &gua de

escoamento.

Segundo LIMA et al. (1988) os valores médios de conversdo alimentar
para ras (R. catesbeiana) em crescimento variam de 4,99 a 6,80 para

experimentos no campo. JA& BARBALHO (1991) trabalhando com ras em fase
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de terminacdo observou valores médios de conversdo alimentar de 1,67 em
experimentos de laboratério. DIAS (2006) trabalhando com R. catesbeiana em
fase de engorda (12 a 200 g) tratadas com dois probidticos diferentes:
Probiotico 1 - Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococcus
faecium; Probidtico 2 - Bacillus subtilis, obteve sua pior conversdo alimentar

(1,84) em tratamento utilizando o Probi6tico 2 na dose de 10 g/Kg de racao.

Esta diferenca nos valores médios de conversao alimentar, provavelmente
deve-se ao fato de ndo haver uma padronizacdo durante a coleta das racdes
para o calculo de conversdo, e também porque a mesma varia com o tipo de

instalacéo utilizada, a eficiéncia do cocho, bem como a qualidade da ragéo.

3.3.2.2. Analises imunologicas

Os resultados das analises imunoldgicas em imagos estdo apresentados

na Tabela 18 e nas Figuras 27 e 28.

TABELA 18 — Médias da frequéncia percentual da capacidade
fagocitica e indice fagocitico de imagos de R.
catesbeiana, no teste com probiotico

Capacidade Fagocitica (%) Indice Fagocitico

Controle 37,17 +11,91° 3,28 +0,67°
Tratamento 1 58,17 + 18,862 4,34 +0,88%
Tratamento 2 65,33 + 9,372 4,65 +0,72%
Tratamento 3 68,17 + 8,732 4,76 + 0,62

F para 7 12*** 5 24***
tratamentos ' ’
CV (%) 30,14 21,19

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

CV - Coeficiente de variacéo

*** Sjgnificativo a 0,1%
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FIGURA 27 — Médias da frequéncia percentual, por tratamento, da
capacidade fagocitica de imagos de R. catesbeiana,

no teste com probiotico
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FIGURA 28 — Médias, por tratamento, do indice fagocitico de imagos
de R. catesbeiana, no teste com probiético

Com os resultados obtidos pode-se observar que a capacidade fagocitica
dos animais foi influenciada positivamente pelo probiotico, sendo altamente
significativa (P=0,0019). Os animais tratados com este produto apresentaram

melhor capacidade fagocitica quando comparados com o grupo controle, mas a
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dose utilizada n&o influenciou significativamente os resultados. O indice
fagocitico também foi influenciado pelo probidtico (P=0,0078), apresentando
melhores resultados quanto maior a dose utilizada (Tratamento 2 e Tratamento
3), mas ndo apresentando diferencas significativas entre os grupos tratados

com as diferentes doses de probiéticos (Tabela 18).

A analise de regressdo revelou efeitos significativos para as variaveis
dependentes (capacidade fagocitica e indice fagocitico) para o componente
quadratico gerando as equacgdes: CF = 37,98 + 8,60 dose — 0,56 dose” e
IF = 3,32 + 0,43 dose — 0,03 dose®. Através do célculo da derivada dessas
equacdes encontramos o0 ponto de méaxima resposta da capacidade fagocitica
e do indice fagocitico, indicando as doses de probidtico ministrado que
apresentariam melhores resultados, sendo 7,68g/Kg de racdo para CF e

7,17g/Kg de racao para IF.

3.3.2.3. Analises hematoldgicas

Os resultados das analises hematoldgicas estdo apresentados na Tabela
19 e Figura 29.

Tabela 19 — Médias e erro padrdo dos parametros hematolégicos de imagos
de R. catesbeiana, em cada tratamento no teste com probiotico

Ht Hb Er VCM CHCM
Controle  20,08+1,57 4,97+0,55 33,83+4,53 642,6+89,5 24,75+1,72%
Tratamento 1 21,25+1,09 6,04+0,58 4142+2,46 5239+453 28,22+1,65
Tratamento 2 23,67 +2,26 4,65+0,61 39,25+3,69 606,0+320 19,84+1,88"
Tratamento 3 24,50 +0,89 6,23+0,40 46,42 +3,40 538,0+33,3 2529 +0,80®
tra;rﬂfr‘?tos 1,77 N 2,06NS 2,09 1,04N8 4,90*

Ht = hematdcrito (%); Hb = taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = ndmero de eritrocitos
(10*/mm®); VCM = volume corpuscular médio (fL); CHCM = concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (%).

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferiram

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade NS = N&o significativo
* Significativo a 5%
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FIGURA 29 - Parametros hematoldgicos de imagos de R. catesbeiana, em

cada tratamento (T) no teste com probidtico. T1 — 2,5 g/Kg
de racdo, T2 — 5 g/Kg de racdo e T3 — 10 g/Kg de racéo

Os resultados apresentados mostram que os parametros hematologicos

dos imagos dos diferentes tratamentos néo diferiram estatisticamente. Apenas
os valores de CHCM evidenciaram diferencas quando se compara o

Tratamento 1 com o Tratamento 2 (P=0,01) apresentando valores inferiores

neste ultimo, demonstrando que este resultado ndo esta relacionado com o uso
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do probiotico. Apesar de ndo apresentar diferencas significativas, pode-se
observar discreto aumento nos valores de hematocrito e nimero de eritrocitos

a medida que se elevou a dose do probidtico.

Os valores médios e erro padrdao da contagem de trombdcitos por
milimetro cubico ao final do experimento foram de 613,76 + 479,93 para o
controle, 210,19 * 94,92 para o Tratamento 1, 1180,83 + 471,15 para o
Tratamento 2 e, 359,97 + 230,90 para o Tratamento 3. Os resultados dos
valores da contagem de trombocitos mostram que ndo houve diferencas

significativas entre os tratamentos (F = 1,42 e P=0,27).

Os numeros absolutos médios dos leucdcitos totais e da contagem
diferencial de leucécitos (CDL) em imagos ao final do experimento encontram-se

na Tabela 20, e os valores em percentual da CDL encontram-se na Tabela 21.

TABELA 20 - Médias por milimetro cubico e erro padrdo dos niameros absolutos
de leucdcitos totais e da contagem diferencial de leucdcitos de
imagos de R. catesbeiana, por tratamento no teste com probiético

3

Lc T/mm?3  Lffmm?3 Nt/mm 3 Bs/mm? Es/mm?® Mn/mm?3

20.214,26 + 17.736,23+ 1.139,32+ 1.210,64+ 249,64+ 24,67 %

Conole "5 669,82 510420 320,00 454,33 66,01 20,59

Tratamento 1 21.498,59+ 16.830,21+ 2.48457+ 1.382,76+ 633,48+ 167,56+

373800  2.893,57 673,07 369,66 24287 4337
18.104,03+ 15.168,69+ 137240+ 115648+ 34320+ 63,26+
Tratamento 2. = a6~ 2.755.41 424.80 318.21 68.45 40,31
13.929.16 + 11.372,84+ 135992+ 89449+ 21654+ 8538+
Tratamento3  2.420,75 2.322,90 483,53 180,61 66,65 33,80
F para 071N 0,67 1,528 036N 108N 287N
tratamentos

Lc T = Leucdcitos totais; Lf = linfécitos; Nt = neutréfilos; Bs = Bas6filo; Es = Eosindfilo; Mn = Mondcito.
NS = N&o significativo

O gréafico detalhando os resultados dos numeros de leucocitos totais

esta apresentado na Figura 30.
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FIGURA 30 - Numeros absolutos médios dos leucdcitos
totais de imagos de R. catesbeiana,
por tratamento no teste com probiético.
T1 - 2,5 g/Kg de ragéo, T2 - 5 g/Kg de
racdo e T3 - 10 g/Kg de ragéo

Os valores de leucdcitos totais encontrados em imagos durante o
Experimento Il variaram de 13.929,16 a 21.498,59/mm?®. Estes valores
encontram-se superiores aos observados em girinos e imagos durante o

Experimento 1.

TABELA 21 - Médias e erro padrdo dos valores percentuais da contagem
diferencial de leucotcitos de imagos R. catesbeiana, por
tratamento no teste com probidtico

Lf (%) Nt (%) Bs (%) Es (%) Mn (%)

Contole 87,10+ 1,69 6,12+0,85 523+1,62 1,31%0,11 0,24 +0,17
Tratamentol 79,17 +3,16 10,59+2,10 6,64+ 1,46 2,65+0,93 0,96 = 0,28
Tratamento 2 83,58 +2,63 7,96+ 1,86 6,29+1,02 1,84+0,28 0,322 0,20
Tratamento 3 80,69 +3,97 9,78+3,11 7,35+1,70 1,46+0,31 0,72+ 0,32

F para 1,37 NS 0,89 0,36 1,37 1,828

tratamentos
Lf = linfocitos; Nt = neutrdfilos; Bs = Basofilo; Es = Eosindfilo; Mn = Monécito
NS = Nao significativo

Os resultados de CDL em porcentagem e valores absolutos estdo

apresentados na Figura 31.
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FIGURA 31 - Valores em porcentagem e numeros absolutos da contagem diferencial
de leucocitos de imagos de R. catesbeiana, em cada tratamento no
teste com probidtico. T1 - 2,5 g/Kg de racdo, T2 - 5 g/Kg de racéo e
T3 - 10 g/Kg de racédo

Os valores médios dos leucdcitos, tanto em valores absolutos quanto em
porcentagem nao demonstraram diferencas significativas entre os diferentes

tratamentos.
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3.4 - CONSIDERACOES FINAIS

Altos indices zootécnicos na producdo de ras estdo intimamente
relacionados com a salde desses animais (FONTANELLO et al., 1987). E de
extrema importancia que o sistema imunolégico esteja atuando de forma
adequada e eficiente para possibilitar um bom desempenho produtivo e impedir
a introducdo de doencas e, consequentemente, a mobilizacdo de nutrientes
para atividades que ndo estejam relacionadas com a producdo (FERKET,
2003).

O probiotico € um suplemento alimentar, constituido de microorganismos
vivos que, no organismo do animal, atuam de forma benéfica melhorando o
equilibrio da microbiota intestinal (FULLER, 1989). Em equilibrio, o trato
intestinal consegue, de forma mais eficiente, absorver nutrientes e impedir a
fixacdo e multiplicacdo de agentes patogénicos na mucosa intestinal,
prevenindo, desta forma, a instalacio de doencas entéricas e,
consequentemente, melhorando a produtividade, diminuindo a mortalidade e a

contaminacao dos produtos de origem animal.

Pretendia-se, com a incorporacdo de probioticos a dieta dos girinos,
diminuir a mortalidade ao longo de seu ciclo de vida e maximizar o
desenvolvimento ponderal destes animais. Entretanto, nos trés experimentos
realizados, no presente estudo, nado foram evidenciadas diferencas
significativas para o ganho de peso e sobrevivéncia entre os tratamentos,
podendo-se concluir que, o0s probidticos testados nao influenciaram

positivamente estes valores para girinos e imagos de ra-touro (Figura 32).
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Teste com Probidticos

|
| |
Cimmero ()| [EERRERE GO T
| | : |
Ganho de peso L Sobrevivéncia Ganho de peso
—  C. Alimetar NS | C. Alimetar
NS NS
Sobrevivéncia Sobrevivéncia
L NS = NS
Andlises
—| imunoldgicas
CF e IF 1 probiético
Andlises
| hematoldgicas
NS
FIGURA 32 - Organograma resumindo os resultados do Teste com

Probidticos de cada etapa Experimental.
NS = N&o sinificativo

Apesar de ndo haver diferencgas significativas das médias de desempenho
(peso e sobrevivéncia) entre o grupo controle e os grupos tratados, deve-se
lembrar que os probidticos tém sua acdo evidenciada em periodos de baixa
resisténcia, tais como estresse, vacina¢fes e contaminacdo por bactérias
prejudiciais aos organismos, 0 que nao aconteceu neste trabalho. Em outras
palavras, como afirmam CANADELL e GARCIA (1992), é critico manter-se a
flora intestinal “saudavel’ durante tais periodos de instabilidade, fato este

constatado nesta experimentacao.

No presente estudo, as taxas de sobrevivéncia observadas variaram
bastante entre os experimentos. No Experimento I, a sobrevivéncia dos girinos
no grupo tratado com o Bacillus subtilis foi mais elevada que nos demais
tratamentos. No Experimento Il, a sobrevivéncia dos girinos também foi mais

elevada neste grupo, com mortalidade significativamente mais alta no grupo
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tratado com o Probidtico 1, mas sem diferenca estatistica do controle. Neste
experimento nado foram registradas mortalidades para os imagos. No
Experimento Ill os girinos tiveram sobrevivéncia elevada, e 0s imagos

apresentaram valores parecidos entre os tratamentos.

FLORES et al. (2002) trabalhando com juvenis de Oreochromis niloticus
verificaram que o0s animais tratados com probidticos e antibidticos
apresentaram maior sobrevivéncia comparada ao grupo controle e ainda, os
animais tratados apenas com probidtico obtiveram maior ganho de peso

comparado aos demais tratamentos.

Ja DIAS et al. (2005) em experimento realizado com ras-touro na fase de
engorda, utilizando trés probidticos diferentes: P1 - Lactobacillus acidofillus,
Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium; P2 - Bacillus subitilis; e P3 -
Lactobacillus acidofillus, Bacillus subtilis e Lactobacillus lactis, observaram taxa
de sobrevivéncia menor no grupo controle (11,85%), que nos demais grupos
tratados (P1=41,48%, P2=42,22% e P3=33,33%).

Ainda, experimentos utilizando larvas de Scophthalmus maximus
realizados por HUYS et al. (2001) mostraram uma sobrevivéncia de 35% em 11
dias de experimentac¢do nos organismos tratados com bactérias potencialmente
benéficas. Para essa mesma espécie de peixe, GATESOUPE (1994) verificou
aumento na sobrevivéncia ao administrar bactérias que produzem acido lactico,
substancia esta que age como um bactericida para algumas bactérias
patogénicas. Utilizando-se levedura na alimentacao da ostra Crassostrea gigas,
DOUILLET e LANGDON (1994) obtiveram também alta sobrevivéncia nas

larvas.

Segundo WIRZ et al. (1992) a fase critica da producdo de ras-touro € a
fase pés-metamorfose, momento em que 0S animais encontram-se mais
vulneraveis as variacdes ambientais, ocorrendo altas taxas de mortalidade. O

periodo de metamorfose caracteriza-se por modificagbes na morfologia e

Dissertacao
66



Fernanda Franca Resultados e Discussdo

fisiologia das rés, para possibilitar a sua sobrevivéncia no ambiente terrestre
(LIMA e AGOSTINHO, 1992). Trata-se de um processo fisiol6gico continuo em
gue os animais se tornam imunologicamente mais sensiveis e susceptiveis as
agressOes ambientais (HORTON, 1994). Neste periodo é imprescindivel evitar-

se contaminacgdes por agentes patoldgicos.

Entretanto, as mortalidades nesta fase e nos primeiros 40 dias apos a
metamorfose, em criagcbes comerciais (cerca de 30%) relatadas por varios
autores (FONTANELLO et al.,, 1987; WIRZ et al.,, 1992; FONTANELLO e
FERREIRA, 1999; FERREIRA et al., 2002) ndo se repetiram nos experimentos
realizados. Provavelmente ocorreram melhorias nas condigdes experimentais

de criacdo impedindo uma maior “expressao” da acéao dos probioéticos.

Embora os resultados da primeira etapa dos testes sejam pouco
conclusivos, muitos estudos relatam efeitos imunoestimulantes relacionados
com o0 uso de probidticos nas dietas de diferentes espécies animais,
justificando a continuidade de estudos para que se obtenham maiores
esclarecimentos do modo de acdo deste suplemento alimentar, principalmente
sobre o sistema imunolégico das ras. Para se obter estes esclarecimentos,
realizaram-se o0s testes imunoldgicos, avaliando os animais na presenca de

situacdes de desafio sanitario.

As andlises imunolégicas realizadas nos Experimentos 1l e |l
apresentaram bons resultados nos grupos tratados com probiotico. No
Experimento 1l os girinos tratados com Bacillus subtilis tiveram o indice
fagocitico significativamente melhor. Os imagos deste experimento também
tiveram melhores resultados nos grupos tratados, mas sem diferenca
estatistica. No Experimento lll, tanto o indice fagocitico quanto a capacidade
fagocitica foram significativamente melhores nos grupos tratados com o
Bacillus subtilis, com efeitos diretamente proporcionais as doses utilizadas
(ANEXO 2).
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DIAS (2006) analisando a capacidade e o indice fagocitico de ras-touro
na fase de engorda, tratadas com dois probioticos: P1 - Lactobacillus
acidofillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium; P2 - Bacillus
subtilis, também observou influéncia positiva da capacidade fagocitica em rés
alimentadas com este produto. Este autor verificou no grupo controle
capacidade fagocitica de 48,2 + 4,19 %, enquanto gque nos tratamentos que
utilizaram probidticos, observou média de 80,83 + 3,8 %. Para o indice
fagocitico, entretanto, ndo foram observadas influéncias significativas, obtendo

resultados variando entre 3,39 a 3,93.

Em estudos realizados em camundongos, por PERDIGON et al. (1991),
foi possivel observar a protecdo contra patdgenos intestinais através da
inducdo do aumento da atividade fagocitica de macréfagos peritoneais nos

animais tratados com probidtico.

Segundo CROSS (2002) tem sido demonstrado que o0s probioticos
favorecem a atividade fagocitica inespecifica dos macrofagos alveolares,
sugerindo acao sistémica por secrecdo de mediadores que estimulariam o
sistema imune, apesar dos mecanismos pelos quais os probioéticos estimulam a
imunidade dos animais ainda ndo estarem esclarecidos. Segundo COPPOLA e
GIL-TURNES (2004), bactérias do género Bacillus podem estimular a resposta
imune e serem utilizadas como imunomoduladores. Esta habilidade das
bactérias probidticas em modular a imunidade e aumentar o balango
microbiano de microrganismos entericos comensais, oferece uma alternativa
biologicamente efetiva para melhorar a salude sem recorrer a0 consumo de
drogas alopaticas (KAILASAPATHY e CHIN, 2000).

A adicdo de probidtioco a dieta dos girinos e imagos, demonstrou nao
influenciar nas analises hematologicas (ANEXO 3). DIAS (2006) testando
diferentes probioticos em ras-touro também nao observou influéncia destes

produtos nos valores hematolégicos.
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Os resultados observados no presente trabalho encontram-se proximos
aos valores encontrados por COPPO (2003) e DIAS (2006), que avaliaram os
parametros hematologicos de Rana catesbeiana com peso médio de 200 g.
COPPO (2003) obteve valores de hematdcrito variando de 28,6 a 31,6%, e
DIAS (2006) obteve valores entre 27,25 e 30,17% para este parametro. Os
valores de hemoglobina encontrados na literatura para R. catesbeiana foram de
6,41 a 7,20 g/100mL (COPPO, 2003), 8,93 a 9,90 g/100mL (DIAS, 2006) e, em
rds mais jovens, FIORANELLI et al. (2004) obteve valores mais baixos de
hemoglobina, com média de 5,9 g/100mL, valor que se aproxima mais aos
resultados do presente trabalho. Na contagem de eritrécitos DIAS (2006)
obteve valores variando de 31,67 a 47,67 x 10%mm?®e COPPO (2003) de 40 a
44 x 10*/mm?3. Segundo FIORANELLI et al. (2004), os valores de hematdcrito,
eritrocito e hemoglobina aumentam a medida que se avanca a idade em Rana

catesbeiana.

Os valores de VCM e CHCM encontrados neste trabalho, também se
aproximam dos valores encontrados na literatura, sendo que os valores de
VCM encontrados por COPPO (2003) variavam de 686 a 732 fL e por DIAS
(2006) de 713,6 a 947,6 fL; e os valores de CHCM foram de 22,6 a 24,0 %
(COPPO, 2003) e 32,35 a 33,96 (DIAS, 2006).

Os valores de linfocitos também se encontram superiores aos
observados por outros autores, mas que por sua vez trabalharam com ras
adultas: 52,77% (WANG e CHANG, 1994); 26,8% (FIORANELLI et al., 2003);
60,1% (DIAS, 2006); aproximando-se mais dos valores encontrados para
girinos: 79,9% (FERREIRA et al., 2003); 72,9% (ROMERO-ARAUCO, 2006). Ja
a porcentagem de neutréfilos observada para imagos foi inferior a de ras
adultas para estes autores: 29,9% (WANG e CHANG, 1994) e 24,13 % (DIAS,

2006), o que € esperado para o quadro hematolégico.

Segundo FIORANELLI et al. (2003) e COPPO et al. (2005) a
concentracdo de glébulos brancos e a proporgdo de linfocitos tendem a
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diminuir com o avanco da idade em R. catesbeiana, enquanto a porcentagem
de neutrdfilos tende a aumentar, conforme tem sido constatado em varias
espécies de mamiferos em crescimento, incluindo humanos (COPPO, 2003), e
concordando com os resultados do presente trabalho quando comparamos

com os valores apresentados por outros autores utilizando ras adultas.

DIAS (2006) constatou diminui¢do dos valores absolutos de basofilos em
rds tratadas com probidticos. Os valores de eosinodfilos e mondocitos
encontrados por este autor foram 1,37% e 1,1%, respectivamente, valores

semelhantes ao do presente trabalho.

As condicdes de criacdo podem influenciar de forma direta na eficiéncia
dos aditivos promotores de crescimento (BORATTO et al.,, 2004). Praticas
adequadas de manejo, como as utilizadas neste experimento, podem levar a
resultados que ndo mostrem efeito significativo desses aditivos sobre o
desempenho dos animais. Contudo, quando expostos as situacdes de desafio
imunologico, bem como, provavelmente, outras situacdes de estresse, 0s
probiéticos podem evidenciar sua agdo nos girinos e imagos de ra-touro

mantidas em laboratério ou em campo.
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Fernanda Franca Conclusotes

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, podemos

concluir que:

» 0s probidticos utilizados nao influenciaram positivamente o ganho de

peso, conversao alimentar e sobrevivéncia dos girinos e imagos;

* estes produtos ndo alteraram os parametros hematoldgicos;

e a utilizagdo do probidtico Bacillus subtilis produziu efeito
imunoestimulante em girinos e imagos de ra-touro (Rana catesbeiana), o que
indica que em condicfes de estresse imunoldgico, estes animais responderiam

prontamente as reacdes inflamatorias.
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ANEXO 1

Contagem de Eritrécitos (Er)

O método utilizado para a contagem dos eritrécitos foi o visual, em
camara hematimétrica de Neubauer. Esta camara consiste em uma lamina
retangular de vidro espesso contendo dois reticulos na porcédo central,
separados longitudinalmente por um sulco profundo sobre a lamina.
Transversalmente, quatro sulcos limitam trés plataformas. A central, onde estéo
os reticulos, encontram-se deprimida 0,21mm em relacdo as laterais, dando a
profundidade da camara, limitada superiormente por uma laminula especial
adaptada firmemente sobre as plataformas laterais. O reticulo, na camara
melhorada de Neubauer, é um quadrado de 3mm de lado e 9mm? de
superficie, dividido em 9 areas de 1mm?, exceto quatro laterais e o da &rea
central, esta dividida em 25 quadrados de 1/25mm? sendo cada um destes
subdividido em dezesseis quadradinhos de 1/400mm? totalizando 400

quadradinhos e 0,1mm? na area central.

Inicialmente foram colocados 400 pL do diluente Hayen em tubo
eppendorf. A este conteudo foram adicionados 2 puL de sangue, resultando em
uma diluicéo final de 1:200. Em seguida agitou-se por dois minutos e entéo,
com auxilio de micropipeta, preencheu-se cada reticulo da camara de
Neubauer. A contagem foi feita no aumento de 40x. Apds a contagem em cada
reticulo, foi calculada a média do niumero de células e o resultado foi expresso

em n° células x 10*/mm? de sangue.

Obs. Solucédo de Hayen

0,6 g de bicloreto de mercurio
5,0 g de sulfato de sédio

1,0 g de cloreto de sodio
200,0 mL de agua destilada

*Conservar em geladeira a 4°C

Dissertacao
87



Fernanda Franca Anexos

Determinacdo do Hematdcrito (Ht)

A determinacdo do hematécrito (Ht) foi feita através da técnica de
microhematdcrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971). Foi preenchido um
tubo capilar com sangue, em seguida vedado em uma das extremidades com
massa de modelar e levado a centrifuga a 12.500 rpm, durante cinco minutos.
Na centrifugacéo, os eritrocitos foram compactados na parte inferior do tubo e
mostrado o volume por eles ocupado em relacdo ao sangue total. A seguir, foi
feita a leitura com auxilio do cartdo padrdo. O resultado foi dado em

porcentagem ou volume.

Determinacéo da Taxa de Hemoglobina (Hb)

A determinagcdo da taxa da hemoglobina (Hb) é uma dos meios mais
simples e usual como indicador de anemias e foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944). Com pipeta automética
foram colocados 5 mL de cianometahemoglobina em tubo de ensaio e em
seguida adicionou-se 20 pL de sangue. Depois de homogeneizado, aguardou-
se por um periodo de 15 minutos. A amostra foi entdo levada a centrifuga a
3.500 rpm, durante 5 minutos. Em seguida, a amostra foi colocada em cubetas
de cristal e levada ao espectrofotdmetro (a 540 nm), para ser realizada a
leitura. O aparelho foi previamente calibrado com solugdo padréo (branco). O
valor encontrado em transmitancia foi transformado em absorbancia pela

seguinte férmula:

2-logX x fator de correcéo, onde:

X= valor encontrado por espectrofotometria

Fator de correcdo= 40,86 previamente calculado pela curva de
calibracao

O resultado final foi dado em g/dL
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indices Hematimétricos Absolutos

Em hematologia existem os indices hematimétricos absolutos que
servem para avaliar e classificar morfologicamente o sangue dos animais em
geral. Com os valores do numero de eritrocitos, hematdcrito e taxa de
hemoglobina foram calculados os seguintes indices hematimétricos, segundo
WINTROBE (1934):

- Volume Corpuscular Médio (VCM) permite avaliar o volume dos
eritrocitos;

VCM = Hematocrito x 10 = fL
n° Eritrécitos

Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM ) permite
medir o peso da hemoglobina em100 mL de sangue;

CHCM = Taxa de hemoglobina x 100 = %
Hematdcrito

Obs. Solugéo de Cianometahemoglobina
0,2 g de ferricianeto de potassio

1,0 mg de bicarbonato de sodio

0,05 g de cianeto de potassio

1000,0 mL de agua destilada

*Conservar em geladeira a 4°C

Confecgéo das extensdes sanguineas

Para cada animal foram feitas duas laminas de extensdes sangiineas.
Previamente, as laminas foram lavadas com agua e sabédo, enxaguadas com
agua e colocadas em alcool/éter (1:1). Procedeu-se em seguida a secagem

dessas laminas com papel absorvente.
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As primeiras aliquotas de sangue destinadas a avaliacdo dos
parametros hematoldgicos foram colocadas em uma das extremidades da
lamina, em seguida com outra lamina, com os cantos recortados, colocada em
frente a goticula e em angulo de 45° sobre a lamina inferior, fez-se um
movimento para frente de modo a deslizar e espalhar a goticula de sangue.
Depois de prontas, as extensdes foram coradas com o corante de
ROSENFELD (1947), sendo cobertas por 10 gotas deste corante, ficando de
trés a cinco minutos em repouso. Em seguida, foi colocada a mesma
quantidade de agua destilada e homogeneizado com um bastdo. Apos 10
minutos as laminas foram lavadas com agua corrente, e secas a temperatura

ambiente.

Contagem Total de Leucocitos (CTL) e Contagem Total de Trombdcitos
(CTT)

A Contagem Total de Leucocitos (CTL) e a Contagem Total de
Trombdcitos (CTT) foram realizada nas extensdes sanguineas, em microscopio
de luz comum, com objetiva de imersédo (100x) onde foram contadas 2.000
células (englobando eritrGcitos, leucdcitos e trombdcitos) das quais marcou-se
a quantidade de leucdcitos e trombdocitos. A contagem foi feita em todo o corpo
da extensdo, movimentando-se a lamina em “zig-zag”, contando um campo e
em seguida o campo aleatério seguinte. Através de uma regra de trés,
considerando-se o numero total de células contado na camara de Neubauer,
calculou-se o numero total de leucocitos e de trombdcitos. A partir deste
calculo, calculou-se os valores absolutos de cada leucécito, baseado em sua
porcentagem (HRUEB e SMITH, 1998).

Contagem Diferencial de Leucdcitos (CDL)
A Contagem Diferencial de Leucocitos (CDL) foi realizada nas extensfes

sanguineas em microscopio de luz comum, com objetiva de imersao (100X)

onde foram contados 200 leucdcitos (neutréfilos, eosindfilos, basofilos,

Dissertacao
90



Fernanda Franca Anexos

linfécitos e mondcitos) dos quais marcou-se a proporcao existente entre as
distintas variedades de leucécitos. A contagem foi feita em todo o corpo da
extensdo, movimentando-se a lamina em “zig-zag”, contando um campo e em
seguida o campo logo seguinte. O numero de cada elemento foi expresso em
porcentagem, obtendo-se, desta forma, o valor relativo. O valor absoluto foi
calculado por uma regra de trés, partindo-se da contagem total de leucdcitos e
do valor relativo de cada elemento.

Obs. Corante Rosenfeld

A técnica de coloracdo ROSENFELD (1947) € uma mistura de corantes:
0,97 g Giemsa em p6

0,53 g May-Griunwald em po6

1.000 mL Metanol

Obs. Solucéo de heparina:
1,0 mL de solucéo de heparina (5.000 Ul) ( Liquemini ®)
50,0 mL de solucéo salina 0,7%

* Conservar em geladeira a 4°C
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ANEXO 2

As figuras 33 e 34 representam os resultados das analises imunolégicas

realizadas nos Experimentos Il e lll, em girinos e imagos.
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FIGURA 33 - Médias da frequéncia percentual por tratamento, em cada Experimento, da
capacidade fagocitica de girinos e imagos de R. catesbeiana no teste com
probidtico. ** Significativo a 0,1%. C=controle, P1=L. acidofillus, B. bifidum e
E. faecium; P2=B. subtilis; T1= B. subtilis (2,5 g/Kg), T2=B. subtilis (5 g/Kg) e
T3=B. subtilis (10 g/KQ)
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FIGURA 34 - Médias por tratamento, em cada Experimento, do indice fagocitico de
girinos e imagos no teste com probidtico. ***Significativo a 0,1%.
C=controle, P1=L. acidofillus, B. bifidum e E. faecium; P2=B. subtilis; T1=
B. subtilis (2,5 g/Kg), T2=B. subtilis (5 g/Kg) e T3= B. subtilis (10 g/Kg)
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ANEXO 3

As Tabelas 22 e 23 apresentam as meédias dos parametros
hematolégicos de cada Experimento dos testes com probidticos em girinos e
imagos.

TABELA 22 - Médias dos parametros hematoldgicos de girinos e imagos de R.
catesbeiana, de cada Experimento nos testes com probiéticos

Ht Hb Er VCM CHCM
Expgiﬂmggto I 15,94 3,20 29,53 584,50 20,23
Expﬁr:i?g%gto I 19,76 5,33 28,38 688,20 28,01
Expﬁrri;ngec:lsto 1] 22.38 5,47 40,23 577,61 24,53

Ht = hematdcrito (%); Hb = taxa de hemoglobina (g/100 mL); Er = nimero de eritrcitos
(104/mm3); VCM = volume corpuscular médio (fL); CHCM = concentragdo de hemoglobina

corpuscular média (%)

TABELA 23 - Médias dos leucdcitos totais e dos valores percentuais da contagem
diferencial de leucdcitos de girinos e imagos de R. catesbeiana, de

cada Experimento no teste com probiotico
Lc T (mm?®) Lf (%) Nt (%) Bs (%) Es (%) Mn (%)

Expermentoll 15 95306 93,53 2,75 3,30 0,23 0,20
girinos
Experimento Il
imagos 12.474,30 83,24 7,50 7,75 1,03 0,47
Experimento I
imagos 18.436.51 82,64 8,61 6,38 1,82 0,56

Lc T = Leucécitos totais; Lf = linfécitos; Nt = neutréfilos; Bs = Basdfilo; Es = Eosinéfilo; Mn = Mondcito
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