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RESUMO

No presente estudo avaliou-se a suplementacgéo de seis niveis (0, 10, 20,
40, 60, 80 g kg') de uma fonte de nucleotideos (NuPro®) no
crescimento, utilizacdo de nutrientes, resisténcia a infeccdo por patégeno
e respostas hemato-imunoldgicas da tilapia-do-Nilo. No ensaio
alimentar, com duracdo de 75 dias, os peixes (2,63 + 0,63 g) foram
alimentados até a saciedade aparente, trés vezes ao dia. Houve aumento
linear no consumo, com reflexo no ganho em peso, com o aumento da
inclusdo de NuPro® nas dietas (P<0,05), sem efeito na sobrevivéncia,
conversao alimentar ou retencdo proteica.  ApGs 0 ensaio de
crescimento, os peixes foram desafiados com Aeromonas hydrophila,
por injecdo intraperitonial. A sobrevivéncia e as respostas imunes inatas
avaliadas (fagocitose e concentragdo de lisozimas) ndo foram
significativamente afetadas pelas doses do suplemento. Entretanto,
dentre as varidveis hematoldgicas analisadas, a contagem de
trombdcitos, leucocitos e monécitos aumentaram linearmente (P<0,05).
A medida indireta da digestibilidade em juvenis (122,32 + 11 g), com
coleta de fezes por sedimentacdo, indicou diminuigdo linear da
digestibilidade proteica, energética e matéria seca com a inclusdo das
doses do suplemento (P<0,05) na ordem de 1,41%, 5,72% e 4,10%,
respectivamente. NuPro® se mostrou um aditivo benéfico para
suplementacdo em dietas para juvenis de tilapia-do-Nilo,
proporcionando aumentos significativos no ganho em peso e nas
contagens de trombdcitos, leucdcitos e mondcitos no sangue, indicando
possivel reacdo de defesa mais eficiente nas maiores doses testadas.

Palavras-chave:  nutricdo, nucleotideos, alimento  funcional,
Oreochromis niloticus, Saccharomyces cerevisiae, Aeromonas
hydrophila.






ABSTRACT

In the present study was evaluated supplementation of six levels (0, 10,
20, 40, 60, 80 g kg-1) of a source of nucleotides (NuPro®) on growth,
nutrient utilization, resistance to infection by pathogen and hemato-
immunological responses from the Nile tilapia. In the feeding trial,
lasting 75 days, the fish (2.63 + 0.63 g) were fed to satiation, thrice
times a day. There was a linear increase in consumption as reflected in
the weight gain, with increasing addition of NuPro ® diets (P <0.05),
with no effect on survival, feed conversion or protein retention. After
the growth trial, fish were challenged with Aeromonas hydrophila by
intraperitoneal injection. The survival and the innate immune responses
evaluated (phagocytosis and lysozyme concentration) were not
significantly affected by doses of the supplement. However, among the
haematological variables analyzed, the count of thrombocites,
leukocytes and monocytes increased linearly (P <0.05). The indirect
measure of digestibility in juvenile (122.32 + 11 g), with fecal collection
by sedimentation, indicated a linear decrease protein digestibility, dry
matter and energy with the inclusion of doses of supplementation (P
<0.05) in order of 1.41%, 5.72% and 4.10%, respectively. NuPro®
showed an additive benefit to supplementation in diets for juvenile Nile
tilapia, providing significant increases in weight gain and in counts of
thrombocytes, leukocytes and monocytes in the blood, indicating a
possible defense reaction more efficient in highest doses tested.

Keywords: nutrition, nucleotides, functional food, Oreochromis
niloticus, Saccharomyces cerevisiae, Aeromonas hydrophila.
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INTRODUCAO

A melhora do desempenho e resisténcia em espécies sujeitas a
criacdo intensiva estdo entre os maiores desafios da piscicultura
(ABDEL-TAWWAB et al., 2008), sendo que 0 sucesso da criacdo
depende de dietas de alta qualidade, que contenham, além do adequado
teor de nutrientes essenciais, aditivos que auxiliem na manutencdo da
salde e favorecam o crescimento (LARA-FLORES et al., 2003). A
demanda global por ingredientes para fabricacdo destas dietas, em
especial a farinha de peixe, limitam sua oferta e tornam seus precos
elevados. Adicionalmente, aditivos como o0s quimioterapicos e
antibidticos sdo utilizados como promotores de crescimento e na
prevencdo e tratamento de infeccbes bacterianas na criacdo animal,
inclusive peixes. Entretanto, 0 uso dessas substancias sofre presséo
negativa em diversos paises, principalmente na comunidade européia, ja
que seu uso indiscriminado pode provocar o desenvolvimento de
patogenos resistentes, além de danos ao ambiente (VASQUEZ et al.,
2005). Desta forma, é importante o estudo de aditivos que possam
promover o crescimento animal sem causar perda de produtividade e
salde, além de manter as acdes benéficas dos antibi6ticos e eliminar as
indesejaveis, como a acgdo bacteriana (ROSSI et al., 2007).Vérias
alternativas ao uso de antibidticos e quimioterapicos sdo preconizadas,
destacando-se a adicdo de enzimas, probiéticos, prebidticos, extratos
vegetais, acidos organicos e, mais recentemente, 0s nucleotideos
(STEIN; KILL, 2006). A levedura de cerveja, Saccharomyces
cerevisiae, composto rico em nucleotideos, cuja adicdo em dietas para
peixes melhora o crescimento e aumenta a resisténcia a patdgenos
(ABDEL-TAWWAB et al., 2008), ¢ um exemplo de fonte de
nucleotideos.

Nucleotideos

Os nucleotideos desempenham diversas fungfes importantes
nas células e sua utilizacdo como suplemento em dietas para
alimentacdo animal vem sendo discutida ha muito tempo, pois sabe-se
gue desempenham funcgdes fisiolégicas e bioquimicas, que incluem
codificacdo da informagdo génica, modulagdo do metabolismo
energético, agdo como componentes de coenzimas, entre outros
(CARVER; WALKER, 1995; LI; GATLIN III, 2006). Portanto, 0s
nucleotideos se apresentam como potenciais suplementos para
alimentag8o animal, incluindo os peixes.
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Nucleotideos sdo formados por uma base nitrogenada, uma
pentose e um fosfato (Figura 1). Quando a molécula ndo possui o0 grupo
fosfato é chamada de nucleosideo. As bases nitrogenadas sdo derivadas
da purina e pirimidina (LEHNINGER, 2002).Como subunidades dos
acidos nucleicos, os nucleotideos sdo fundamentais para o transporte da
informacdo génica. Sdo também transportadores primarios da energia
quimica das células, componentes estruturais de muitos co-fatores
enzimaticos e mensageiros celulares secundarios (LEHNINGER, 2002).

Base
(purina ou
pirimidina)

Fosfato

Pentose

3 2
OH OH

Figura 1: Estrutura geral de um nucleotideo (Adaptado
de Lehninger, 2002)

Apesar de j& serem utilizados na alimentagdo animal, seu modo
de a¢do ainda ndo é totalmente compreendido, sendo necessarios estudos
para isto e também para fornecer, com eficacia e seguranca, informacoes
sobre seu uso na fabricagdo de ra¢Ges para animais (BRUGALLI, 2003).

Os nucleotideos tradicionalmente ndo sdo considerados como
nutrientes essenciais para 0s animais, ja que sdo por estes sintetizados.
Também ndo sdo observados defeitos bioquimicos ou sinais clinicos
classicos em modelos humanos ou animais quando estdo ausentes da
dieta. Entretanto, diversos estudos demonstram que a deficiéncia de
nucleotideos na dieta pode prejudicar o funcionamento do figado,
coracdo, intestino, além de afetar as funcBes imunes (GRIMBLE;
WESTWOOQOD, 2000; LI; GATLIN 111, 2006).

A sintese de nucleotideos ocorre nos organismos por meio da
via de novo, onde estes sdo sintetizados, principalmente, a partir de
amino4cidos. Entretanto, podem ser também sintetizados pela via de
salvamento ou recuperacdo, a partir da reciclagem de bases livres e
nucleosideos liberados na hidrélise dos proprios nucleotideos e acidos
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nucléicos (LENHNINGER, 2002). A via de salvagdo apresenta menor
gasto energético e é preferencialmente utilizada quando ha fonte
dietética de nucleotideos (UAUY, 1994).

LENER e SHAMIR (2000) afirmaram que os nucleotideos
podem ser considerados semi ou até mesmo essenciais no caso de rapido
crescimento, estado de doenca, consumo limitado de nutrientes ou
distarbio end6geno, quando o organismo necessita de quantidade maior
do que a sintetizada ou obtida pela via de salvamento. Neste caso, 0s
nucleotideos provenientes da dieta sdo particularmente importantes para
complementar a sintese enddgena.

Fontes de nucleotideos para alimentagdo animal

Os nucleotideos estdo naturalmente presentes em todos o0s
alimentos de origem animal e vegetal na forma de nucleotideos livres e
acidos nucleicos. Sua concentracdo depende principalmente da
densidade celular dos alimentos, por isso 6rgdos como figado e coracéo
sdo fontes ricas deste componente (GIL, 2002; CONNELL, 2009).

Leveduras também sdo fontes ricas em nucleotideos,
principalmente seu conteldo nuclear (FERREIRA et al., 2010). A
levedura de cerveja Saccharomyces cerevisiae € proveniente da industria
cervejeira e é utilizada como fonte de proteinas de alto valor nutricional,
de enzimas, entre outros. Também possui aplicacdes na industria de
alimentos como agente aromatizante, ingrediente de ragGes e aditivos
para dietas (BEKATOROU, 2006). A maioria dos estudos com animais
utiliza produtos de nucleotideos comerciais derivados de levedura
integra, que contém outros componentes, tais como 0s oligoelementos e
polissacarideos, que podem também influenciar a imunidade e outras
fungdes fisiolégicas (WELKER et al. 2011). A parede celular das
leveduras representa de 20 a 25% do seu peso seco total, sendo formada
principalmente por uma mistura de mananoligossacarideos, B-glucanos e
pequenas quantidades de quitina (NGUYEN et al., 1998). A partir da
remocdo da parede celular, por digestdo enzimatica, € produzido o
extrato de levedura, composto com alto teor proteico, rico em peptideos,
amino4cidos, vitaminas e nucleotideos (BEKATOROU, 2006). O
extrato de leveduras pode ser utilizado na indUstria de alimentos como
intensificador e/ou potenciador de sabor, principalmente por conter altas
concentragcbes de &cido glutdmico e nucleotideos, tais como o 5’-
guanosina-monofosfato e 5’-guanina-monofosfato, reconhecidos por
suas propriedades como estimulantes alimentares (FERREIRA et al.,
2010).
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Suplementacdo dietética com nucleotideos

A utilizacdo de levedura integra, assim como derivados do seu
processamento, tais como levedura autolisada, polissacarideos da parede
celular e nucleotideos sdo recomendados como aditivos em racGes para
organismos aquaticos (HISANO et al., 2007). A suplementacdo de
nucleotideos na dieta melhora a imunidade celular e humoral, sendo
particularmente importante para individuos expostos a risco de infeccOes
(CARVER; WALKER, 1995). Adicionalmente, é importante no
desenvolvimento de tecidos com rapido turnover celular, quando a
capacidade de sintese endbgena ndo é suficiente para responder a
demanda, como em periodos de rapido crescimento e apds agressfes ao
organismo tais como doencas ou traumas (BUENO et al. 1994). Assim,
guando suplementados na dieta, 0s nucleotideos podem proporcionar
efeitos benéficos sobre o sistema imune, crescimento e regeneracao
celular, além de promover reducdo de gasto energético para producao
dos nucleotideos pelo proprio organismo (ORTEGA et al.1995).
Burrells et al. (2001) corrobora essa informacéo e indica ainda o uso de
dietas suplementadas com nucleotideos antes da realizacdo de algum
manejo na aquicultura, jA& que em momentos de estresse 0S animais
tendem a maior dependéncia de fornecimento exdgeno desses nutrientes.

A utilizagdo de nucleotideos como suplemento pode ser
interessante; porém, dependendo da dose e forma como é fornecido,
pode ocasionar resultados indesejados. Tacon e Cooke (1980)
observaram que o0s acidos nucléicos, se utilizados em altas
concentracGes em dietas para peixes, podem causar efeitos negativos
como diminuicdo do crescimento, da ingestdo de alimento e da
eficiéncia alimentar, além de acimulo de uréia e acido Urico no sangue.

Nucleotideos como estimulante alimentar: Segundo Li e Gatlin
111 (2006), os nucleotideos atuam como potenciadores de sabor dos
alimentos para mamiferos e diversos estudos tem demonstrado que o
mesmo é verdade para animais aquaticos. Mackie (1973), analisando
nucleotideos e nucleosideos da composigdo corporal de lulas, sugeriu
essas substancias como quimio-atrativos para animais aquaticos como a
lagosta. Mackie e Adron (1978) testaram 47 nucleosideos e nucleotideos
e identificaram a inosina e a inosina monofosfato como 0s mais potentes
estimulantes de alimentagdo gustativa para o turbot, Scophthalmus
maximus, com base no comportamento alimentar dos peixes. Em ensaio
alimentar com a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, Rumsey et al.
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(1992) observaram aumento da ingestdo de alimentos quando
suplementados com extrato de RNA de leveduras, guanina e xantina.

Nucleotideos no  sistema  imune:  Nucleotideos e
oligossacarideos atuam como moduladores do sistema imunoldgico,
estimulando o funcionamento tanto de células B como de células T,
aumentando a resisténcia dos organismos as infeccGes por bactérias e
virus (VILELA et al.,, 2000). Gil (2002) também relata o efeito
modulatério dos nucleotideos da dieta no sistema imune de humanos e
animais, atuando na maturacdo, ativacdo e proliferacdo dos linfdcitos,
nas respostas imunes da imunoglobulina, assim como na expressao
genética de determinadas citocinas.

Os nucleotideos da dieta sdo capazes de prevenir efeitos
negativos na estrutura do intestino dos animais em geral e melhorar a
resposta imune, aumentando a resisténcia contra instalagdo de patdgenos
(CARVER; WALKER, 1995) e, consequentemente, prevenindo quedas
de desempenho. Li e Gatlin I1l (2006) sugerem que uma das possiveis
formas pelos quais 0s nucleotideos da dieta influenciam o sistema
imunoldgico é compensando, parcialmente, os efeitos inibitorios da
liberacdo de cortisol, a qual esta associada ao estresse. Leonardi et al.
(2003), em ensaio com a truta arco-iris, observaram reducdo dos niveis
de cortisol sérico e aumento da resisténcia ao virus da necrose
pancredtica infecciosa, que ataca principalmente a fase de larva de
diferentes espécies de salmonideos. Gunther et al. (2007), em ensaio
com o salmdo do Atlantico, Salmo salar na fase de smolt, observaram
melhora significativa na resposta imune dos animais alimentados com
dietas suplementadas com nucleotideos, quando desafiados com o
patégeno Piscirikettsia salmonis, além de maior sobrevivéncia se
comparado ao grupo alimentado com a dieta controle, sem a
suplementacéo.

Nucleotideos de RNA de levedura de cerveja foram capazes de
reforgar as atividades fagocitérias e oxidativas de células fagociticas do
rim e elevar os niveis de lisozima sérica em carpa comum, Cyprinos
carpio, bem como melhorar a resisténcia desta espécie a Aeromonas
hydrophila (Sakai et al., 2001). Burrells et al. (2001), desafiando
algumas espécies de salmonideos com diferentes patdgenos, observaram
que dietas comerciais suplementadas com nucleotideos podem exercer
influéncia positiva na resisténcia do salmdo do Atléantico, salmdo do
pacifico, Oncorhynchus kisutch, e truta arco-iris a bactérias, virus,
riquétsias e infeccbes de ectoparasitas. Os mesmos autores afirmam que
a suplementacdo de nucleotideos na dieta reforga o potencial do sistema
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imunol6gico para montar uma mais rapida e mais eficiente resposta
especifica, quando necessario.

NuPro®

NuPro® é um extrato de levedura, obtido a partir da remocéo da
parede celular de uma linhagem especifica de S. cerevisiae, rico em
nucleotideos (cerca de 5% do peso seco), principalmente na forma de
acidos nucleicos, que pode ser usado como ingrediente proteico ou
como aditivo alimentar funcional para peixes e outros monogastricos
(Fegan, 2006). Este produto ja foi testado com sucesso substituindo a
farinha de peixe em dietas para a tilapia-do-Nilo (Mclean; Craig, 2004),
0 bijupird, Rachycentron canadum (Lunger et al., 2006, 2007) e o
robalo, Dicentrarchus labrax (Panagioutidou et al., 2009), assim como
imunoestimulante para camardo-tigre, Penaeus monodon
(Sritunyalucksana et. al., 2005). Apesar de ja ter sido testado como
ingrediente proteico, ndo é conhecido o efeito da suplementacdo de
NuPro® em pequenas doses, como aditivo na dieta, no sistema
imunoldgico, resisténcia a doencas, crescimento e utilizacdo de
nutrientes pela tilapia-do-Nilo.

Tildpia-do-Nilo

A tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, € uma espécie de
peixe criada no mundo todo e particularmente importante na economia
de muitos paises em desenvolvimento. Sua rusticidade, alta fecundidade
e boa aceitacdo de mercado s&o responséveis pelo amplo sucesso na sua
criacdo intensiva (Zimmermann; Fitzsimmons, 2004; Fitzsimmons et al.,
2011). Apesar de sua alta rusticidade, sob condi¢des de estresse como
baixa qualidade da agua, alta densidade de estocagem, manejo excessivo
e deficiéncia nutricional, a til&pia é suscetivel a infecgdes por bactérias
oportunistas, como Streptococcus, Pseudomonas, Vibrio, Flexibacter,
Edwarsiella e Aeromonas (Plumb, 1999), as quais podem resultar em
perdas econdmicas consideraveis. Desta forma, é provavel que a tilapia,
principalmente quando criada em sistema intensivo, se beneficie com a
suplementacdo dietética de alimentos funcionais, tais como
nucleotideos.
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JUSTIFICATIVA

Na aquicultura, s6 recentemente os nucleotideos tem sido
usados como alimento funcional ou como fonte alternativa de
nitrogénio. Desta forma, pesquisas devem elucidar os efeitos da
suplementacdo de nucleotideos na nutricdo de peixes. Estudos focando a
determinacdo da dosagem e procedimentos de administracdo sao
necessarios para garantir a eficacia do produto, sob diferentes condicGes
fisioldgicas e ambientais.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacio de NuPro®, fonte comercial
de nucleotideos, na digestibilidade de nutrientes, crescimento,
sobrevivéncia e respostas hemato-imunolégicas de juvenis de tilapia-do-
Nilo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito de oito concentragdes de NuPro® no
crescimento de alevinos de tilapia-do-Nilo;

- Determinar se a suplementacéo de NuPro® afeta o coeficiente
de digestibilidade aparente da proteina, gordura e matéria seca para
alevinos de tilapia-do-Nilo;

- Avaliar se a suplementagdo de NuPro® na dieta afeta as taxas
de sobrevivéncia, hematdcrito, contagem total de eritrdcitos, leucdcitos
e trombdcitos, contagem diferencial de leucdcitos; atividade fagocitaria
e de lisozima de alevinos de tilapia-do-Nilo, apds o desafio com o
patégeno Aeromonas hydrophila.

O artigo cientifico que segue foi redigido conforme as normas
para submissdo ao periddico Aquaculture Nutrition.



24



25

EXTRATO DE LEVEDURAS NO CRESCIMENTO,
UTILIZACAO DOS NUTRIENTES E RESPOSTAS HEMATO-
IMUNOLOGICAS EM TILAPIA-DO-NILO

Berto, Ricardo da Silva'; Pereira, Gabriella do Vale'; Mourifio, José
Luiz Pedreira’; Martins, Mauricio Laterca®; Fracalossi, Débora
Machado**

'Departamento de Aquicultura, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, Santa Catarina,
Brasil.

*Autor correspondente: Departamento de Aquicultura, Centro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Santa Catarina. Rodovia
Admar Gonzaga, 1346, Florian6polis, SC 88034-001, Brasil; Telefone:
+55-48-3389-5216; Endereco eletrdnico: deboraf@cca.ufsc.br.

Palavras-chave:  nutricdo,  nucleotideos, alimento  funcional,
Oreochromis  niloticus, Saccharomyces cerevisiae, Aeromonas
hydrophila.



26

Resumo

No presente estudo avaliou-se a suplementagéo de seis niveis (0, 10, 20,
40, 60, 80 g kg?) de uma fonte de nucleotideos (NuPro®) no
crescimento, utilizagdo de nutrientes, resisténcia a infecgao por patégeno
e respostas hemato-imunoldgicas da tilapia-do-Nilo. No ensaio
alimentar, com duracdo de 75 dias, 0s peixes (2,63 + 0,63 g) foram
alimentados até a saciedade aparente, trés vezes ao dia. Houve aumento
linear no consumo, com reflexo no ganho em peso, com 0 aumento da
inclusdo de NuPro® nas dietas (P<0,05), sem efeito na sobrevivéncia,
conversdo alimentar ou retencdo proteica.  ApGs 0 ensaio de
crescimento, os peixes foram desafiados com Aeromonas hydrophila,
por injecdo intraperitonial. A sobrevivéncia e as respostas imunes inatas
avaliadas (fagocitose e concentragdo de lisozimas) ndo foram
significativamente afetadas pelas doses do suplemento. Entretanto,
dentre as varidveis hematoldgicas analisadas, a contagem de
trombdcitos, leucocitos e mondcitos aumentaram linearmente (P<0,05).
A medida indireta da digestibilidade em juvenis (122,32 + 11 g), com
coleta de fezes por sedimentacdo, indicou diminuigdo linear da
digestibilidade proteica, energética e matéria seca com a inclusdo das
doses do suplemento (P<0,05) na ordem de 1,41%, 5,72% e 4,10%,
respectivamente. NuPro® se mostrou um aditivo benéfico para
suplementacdo em dietas para juvenis de tilapia-do-Nilo,
proporcionando aumentos significativos no ganho em peso e nas
contagens de trombdcitos, leucdcitos e mondcitos no sangue, indicando
possivel reacdo de defesa mais eficiente nas maiores doses testadas.
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Introducéo

A demanda global crescente por ingredientes de qualidade, em
especial a farinha de peixe, para a fabricacdo de racBes para espécies
aquicolas aumenta os custos de producédo, sendo fundamental a busca
por dietas mais eficientes. Adicionalmente, o uso continuado de
quimioterapicos e antibidticos pode gerar impactos indesejaveis ao meio
ambiente, bem como promover o desenvolvimento de cepas resistentes
de patégenos. Como forma de contornar esta problematica, a busca por
praticas preventivas, como a inclusdo de alimentos funcionais em dietas
para aquicultura, pode aumentar o crescimento e resisténcia ao estresse
de varias espécies de peixes (Lara-Flores et al., 2003).

A tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, é uma espécie de
peixe criada no mundo todo e particularmente importante na economia
de muitos paises em desenvolvimento. Sua rusticidade, alta fecundidade
e boa aceitacdo de mercado sdo responsaveis pelo amplo sucesso na sua
criagdo intensiva (Zimmermann & Fitzsimmons, 2004, Fitzsimmons et
al., 2011). Apesar de sua alta rusticidade, sob condi¢cdes de estresse
como baixa qualidade da agua, alta densidade de estocagem, manejo
excessivo e deficiéncia nutricional, a tilapia é suscetivel a infecgdes por
bactérias oportunistas, como Streptococcus, Pseudomonas, Vibrio,
Flexibacter, Edwarsiella e Aeromonas (Plumb, 1999), as quais podem
resultar em perdas econémicas consideraveis. Desta forma, é provavel
gue a tilapia, principalmente quando criada em sistema intensivo, se
beneficie com a suplementacdo dietética de alimentos funcionais, tais
como nucleotideos.

Nucleotideos estdo presentes nos ingredientes de origem vegetal
e animal como nucleotideos livres e acidos nucleicos (Fegan, 2006).
Dietas suplementadas com nucleotideos tém mdaltiplos efeitos no
intestino animal, incluindo mudangas fisiologicas, morfolégicas e
microbioldgicas. Entre esses efeitos estdo 0 aumento e diferenciacio do
epitélio intestinal, resultando em melhor absor¢do dos nutrientes, bem
como a regulagio da microbiota intestinal, promovendo a
predominéncia de bactérias benéficas ao organismo (Uauy et al., 1990,
Carver & Walker, 1995). Em peixes, a suplementacdo da dieta com
nucleotideos aumenta a resisténcia de salmonideos a infec¢des causadas
por bactérias ou virus, bem com a eficacia de vacinas e a capacidade
osmorregulatéria (Burrells et al. 2001a). Isto ocorre pelo efeito
modulatério dos nucleotideos nas células do sistema imune, como na
maturacgao dos linfécitos, além da proliferacdo e aumento da atividade
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dos macréfagos durante a fagocitose (Gil, 2002). Estudos recentes
confirmam que nucleotideos exdgenos também podem influenciar a
resposta imune humoral e celular em peixes. Sakai et al. (2001)
demonstraram que dietas suplementadas com nucleotideos estimulam a
atividade de lisozima, assim como a fagocitose em carpa comum,
Cyprinus carpio, enquanto Leonardi et al. (2003) relataram aumento na
proliferacdo de linf6citos em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss.

Na industria da aquicultura, somente recentemente 0s
nucleotideos vem sendo usados como fontes alternativas de nitrogénio
ou como alimento funcional. Estudos com nucleotideos como atrativos
alimentares ja foram realizados com lagostas, Homarus gammarus
(Mackie, 1973), camarfes, Palaemonetes pugio (Carr & Thompson,
1983; Carr et al., 1984) e peixes, Scophthalmus maximus e
Oncorhynchus mykiss (Mackie & Adron, 1978; Rumsey et al., 1992).
No entanto, somente a partir dos anos 2000 iniciaram estudos
objetivando mensurar o efeito dos nucleotideos dietéticos no
desempenho e na salde de animais aquaticos (Burrells et al., 2001a,
2001b, Li et al., 2007, Lin et al., 2009, Do Huu et al., 2012).

NuPro® é um extrato de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
rico em nucleotideos (cerca de 5% do peso seco), principalmente na
forma de é&cidos nucleicos, que pode ser usado como ingrediente
proteico ou como aditivo alimentar funcional para peixes e outros
monogastricos (Fegan, 2006). Este produto ja foi testado com sucesso
substituindo a farinha de peixe em dietas para a tilapia-do-Nilo (Mclean
& Craig, 2004), o bijupira, Rachycentron canadum (Lunger et al., 20086,
2007), o robalo, Dicentrarchus labrax (Panagioutidou et al., 2009), o
bagre do canal, Ictalurus punctatus (Peterson et al., 2012), assim como
imunoestimulante para camardo-tigre, Penaeus monodon
(Sritunyalucksana et. al., 2005). Apesar de ja ter sido testado como
ingrediente proteico em dietas para tilapia-do-Nilo, ndo é conhecido o
efeito da suplementagdo de NuPro® em pequenas doses, como aditivo,
no sistema imunoldgico, resisténcia a doencas, crescimento e utilizacdo
de nutrientes pela tilapia-do-Nilo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de
doses crescentes de NuPro®, fonte de nucleotideos, no desempenho e
digestibilidade de nutrientes, assim como na sobrevivéncia e respostas
hemato-imunolégicas de juvenis de tildpia-do-Nilo, ap6s desafio com o
patégeno Aeromonas hydrophila.
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Materiais e Métodos
Ensaio de dose-resposta

Antes do inicio do ensaio, os peixes foram aclimatados as
condicdes experimentais durante uma semana, sendo alimentados com
racdo comercial contendo 32 g kg™ de proteina bruta. Foram utilizados
juvenis de tilapia-do-Nilo da linhagem GIFT (Genetically Improved
Farmed Tilapia) (peso médio inicial 2,63 = 0,63 g), adquiridos em
piscicultura comercial. Foram formuladas seis dietas praticas,
isoproteicas (32 g kg™ de proteina bruta), isoenergéticas (3.200 kcal kg™
de energia bruta) (NRC, 2011), contendo niveis crescentes de inclusdo
de NuPro® (0, 10, 20, 40, 60, 80 g kg™), em substituicdo ao farelo de
soja, principal ingrediente proteico utilizado nas formulacgdes (Tabela 1).
Os ingredientes secos foram homogeneizados em misturador em “Y”,
sendo os Oleos e &gua adicionados subsequentemente. A mistura
resultante foi peletizada em matriz de 5 mm e seca em estufa com
renovacdo e recirculagdo de ar a 55°C. Apos a secagem, os filamentos
foram quebrados em tamanhos uniformes (1 a 2 mm) e armazenados a -
20°C até a alimentagao.

Apos a aclimatagdo, cada dieta experimental foi ofertada até a
saciedade aparente, trés vezes ao dia (9:00, 13:00 e 17:00 h) por 75 dias,
a quatro grupos de peixes (20 peixes/tanque), estocados em tanques
retangulares de 120 L em sistema de recirculagdo (taxa de renovacdo 1,5
L min™), com controle de temperatura (27,0 + 1°C), sob aeracéo
constante e fotoperiodo de 12 h. Foram mantidas condicGes ideais de
gualidade de adgua para a espécie segundo Popma & Lovshin (1994).

O ganho em peso dos peixes de cada unidade experimental foi
monitorado por meio de pesagens individuais no inicio e final do
experimento. J& nas pesagens intermediarias, a cada quinze dias, 0s
peixes de cada tanque eram pesados em conjunto. Antes da pesagem, 0S
peixes permaneciam em jejum por 24 h e, durante o procedimento, 0s
peixes eram anestesiados com 6leo de cravo (Eugenol®, Biodinamica
Quimica e Farmacéutica Ltda., Ibipord, PR, Brasil) diluido em &gua, na
concentracdo de 75 mg L™
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Tabela 1. Formulago e composi¢do proximal das dietas experimentais do
ensaio de dose resposta, contendo niveis crescentes de NuPro®. Valores
expressos em g kg™ e na matéria seca.

Suplementagdo com NuPro®

Ingredientes
0 10 20 40 60 80

Farelo soja 409 399 389 369 349 329
Farinha residuo salmao 38 38 38 38 38 38
Milho 455 455 455 455 455 455
Farinha de sangue’ 45 45 45 45 45 45
Oleo soja 15 15 15 15 15 15
Oleo peixe 10 10 10 10 10 10
Premix? 6 6 6 6 6 6
NuPro® 0 10 20 40 60 80

Composi¢ao proximal

Proteina bruta 323 323 322 321 321 320
Extrato etéreo 52 52 52 51 51 50
Matéria mineral 62 61 61 61 60 60

Fibra em detergente &cido 32 32 31 31 30 29
Energia bruta, kcal kg™ 3507 3500 3493 3480 3466 3453

"Spray dried.

*Nutron alimentos (Toledo, PR, Brasil). Composicéokg™ de produto: acido
folico 250 mg, acido pantoténico 5.000 mg, biotina 125 mg, colina 75.000
mg, niacina 5.000 mg, vitamina (vit.) A 1.000.000 UI, vit. B; 1250 mg, vit.
B, 3.750 mg, vit. B, 2.500 mg, vit. Bg 1.785 mg, vit. C 42.000 mg, vit. D,
500.000 UI, vit. E 20.000 UI, vit. K 35.000 mg, cobalto 25 mg, cobre
2.000 mg, ferro 13.820 mg, iodo 100 mg, manganés 3.750 mg, selénio 75
mg, zinco 17.500 mg e antioxidante 0,6 g.
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Amostras de 30 peixes do estoque inicial e de trés peixes por
tanque (nove peixes/tratamento) no final do experimento foram
coletadas para determinagdo da composicdo corporal (umidade,
proteina, lipidios e cinzas, de acordo com AOAC, 1999) do peixe inteiro
para o calculo da retencdo proteica. Os peixes foram sacrificados por
overdose de anestésico e armazenados (-20°C) até realizagcdo das
analises. A sobrevivéncia foi avaliada por observacdo e registro diario
de eventuais mortalidades e contagem do numero de peixes em cada
biometria.

As variaveis do ensaio dose-resposta foram avaliadas utilizando
as seguintes formulas:

Ganho em peso diario: GPD (g) = (Pf - Pi)/t
Consumo diario: CD (g) = I/t
Converséo alimentar: CA = CD/GPD
Taxa de crescimento especifico: TCE (%) = [(InPf - InPi)/t] x 100
Retencdo proteica: RP (%) = [Pf x PCf] - [Pi x PCi]/ Ip x 100
Onde: P: peso médio final ou inicial/peixe, ¢
t: periodo de alimentacéo, dias
I: ingest&o total de alimento, g
Ip: ingestao total de proteina, g kg™ (peso seco)
PC: proteina corporal final ou inicial, g kg™ (peso
umido)

Desafio e avaliacdo das respostas hemato-imunoldgicas

Ao final do ensaio de dose-resposta, apos 24 h de jejum, trés
peixes de cada tanque (n=12) foram retirados aleatoriamente para coleta
de sangue, antes do desafio experimental. Outros dez peixes foram
transportados para o laboratorio para desafio com o patdégeno. A cepa
hemolitica de Aeromonas hydrophila (CPQBA 228-08 DRM), usada no
desafio, foi isolada durante surtos de mortalidade. Essas cepas,
caracterizadas como patogénicas para peixes por Silva et al. (2012),
foram mantidas em placas de TSA (Trypticase Soy Agar) a 28°C por 18
h. No desafio, os peixes alimentados com as diferentes doses de NuPro®
foram injetados intraperitonealmente com A. hydrophila (0,01 mL g™),
na concentracdo de 2x10® UFC (unidades formadoras de coldnia) ml™. A
concentracdo foi definida com base em pré-ensaio de patogenicidade em
tilapia-do-Nilo, quando foram testadas trés concentrages (2x10°, 2x10’
e 2x10% UFC mL™), sendo definida para a infeccéo a maior dose testada,
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por resultar em graves sinais clinicos nos peixes como ulceragdes,
erosao nas nadadeiras e hemorragia, semelhantes ao observado por Silva
et al., 2012. No final do ensaio de patogenicidade, os peixes utilizados
foram desinfectados e descartados. Para a infeccdo, a cepa A. hydrophila
foi isolada em meio de cultura TSA, incubada a 30°C por 48 h e
preparada de acordo com Klesius et al. (2000). As colbnias foram
inoculadas individualmente em meio liquido de cultura BHI e incubadas
a 30 °C por 24 h. Apos confirmacdo do crescimento bacteriano, 0 meio
de cultura foi centrifugado a 1800 x g por 30 min. O sobrenadante foi
descartado e o pélete resuspendido em solucdo salina estéril (0,65%
NaCl) para a infeccdo experimental. Ap6s 96 h da infeccho, a
sobrevivéncia foi registrada.

Andlise hematoldgica - Trés peixes de cada tanque &nzlz)
foram aleatoriamente amostrados e anestesiados com Eugenol™ para
coleta de sangue. Amostras de sangue foram puncionadas da veia caudal
com duas seringas, uma contendo anticoagulante EDTA a 10% e outra
sem anticoagulante (Martins et al., 2008). Uma aliquota de sangue com
EDTA foi utilizada para a determinacdo do hematdcrito e confec¢do de
extensdes sanguineas, coradas com May-Griinwald-Giemsa (Rosenfeld,
1947) para a contagem diferencial de leucécitos e contagem total de
trombdcitos e leucocitos. Os nimeros totais foram calculados de acordo
com Martins et al. (2004). A contagem total de eritrocitos foi
determinada em hemocitdmetro, apés diluicdo 1:200 em solucédo salina
(0,65%).

Atividade fagocitica de leucdcitos - A andlise de fagocitose foi
realizada de acordo com Martins et al. (2009). Apos a coleta de sangue,
uma aliquota de 0,5 mL - a qual foi adicionada 0,25 mL de suspensao de
A. hydrophila 1x10° UFC mL™ - foi incubada a 28 °C por 30 min, sob
agitacdo, e posteriormente centrifugada. As extensdes sanguineas foram
preparadas e coradas por May-Griinwald-Giemsa (Rosenfeld, 1947) para
a contagem do numero de leucdcitos que fagocitaram a bactéria, sendo
esta expressa em percentagem do total de leucécitos.

Atividade de lisozimas - Foi feito um pool do sangue coletado,
sem anticoagulante, de trés peixes de cada unidade experimental. O
sangue permaneceu em repouso durante aproximadamente 1 h a 25°C
para coagulacdo, sendo posteriormente centrifugado a 1400 x g por 10
min para obtencdo do soro sanguineo e armazenamento a -20°C. A
atividade da lisozima no soro sanguineo foi determinada segundo
Sankaran & Gurnani (1972), com adapta¢des. Vinte pL do soro, em
quintuplicata, foram semeados em microplaca de fundo chato e a estes
foram adicionados 200 pL da suspensdo de 0,5 mg mL™* de células de
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Micrococcus lysodeikticus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em
cada poco. Posteriormente, a microplaca foi incubada por 20 min a
35°C. As absorbancias iniciais e finais das amostras foram medidas em
leitor de microplacas (Expert Plus Asys®) em 492 nm e a taxa de
reducdo na absorbancia das amostras foi convertida para concentragdo
de lisozima (ug mL™Y), determinada pela curva padrdo realizada com
lisozima de clara de ovos de galinha (HEWL, Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO, EUA).

No final do experimento, foram coletadas amostras do coragdo
e cérebro de exemplares dos peixes infectados para identificacdo da
bactéria, por meio de testes bioquimicos do kit APl 20E e software
apiweb (Biomérieux®, Marcyl'Etoile, Franca), segundo Popovic et al.
(2007).

Ensaio de digestibilidade

A digestibilidade de seis dietas contendo niveis crescentes de
NuPro® (0, 10, 20, 40, 60 e 80 g kg™) para a tilapia-do-Nilo foi avaliada
em um experimento em blocos inteiramente casualizados, com trés
réplicas no tempo. Foram utilizadas dietas semelhantes aquelas do
ensaio de dose-resposta (Tabela 2), com exce¢do da adigdo de 6xido de
crémio 11l a 0,5 %, como marcador inerte, para o calculo do coeficiente
de digestibilidade aparente (CDA) da proteina, energia e matéria seca.
Grupos de vinte juvenis de tilapia (peso médio 122,32 + 11 g), linhagem
GIFT, adquiridos em piscicultura comercial, foram estocados (densidade
de 2.446,47 + 5,67 g) em seis tanques cilindro-conicos de 200 L. Os
tanques eram equipados com tubos para coleta de fezes por
sedimentacdo e ligados a um sistema de recirculagdo de &gua, nas
mesmas condic¢des do primeiro ensaio. As fezes foram coletadas em trés
repeticdes no tempo, quando os peixes de cada tanque eram alimentados
com cada uma das dietas experimentais. A cada repeticdo 0s peixes
eram redistribuidos nos tanques e, antes da coleta de fezes, eram
alimentados por uma semana com as respectivas dietas experimentais.
Os peixes eram alimentados duas vezes ao dia (9:00 e 16:00 h) na taxa
de 4% do peso vivo. Uma hora apds a Ultima alimentacéo, realizava-se a
limpeza das paredes internas dos tanques e 70 % do volume de agua era
renovado para evitar contaminacdo nas fezes. Em seguida, os tubos
coletores eram acoplados no fundo dos tanques, onde as fezes eram
depositadas por sedimentacdo para posterior coleta, segundo
metodologia proposta por Kitagima & Fracalossi (2011).
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Tabela 2. Formulagdo e composicdo proximal das dietas experimentais
do ensaio de digestibilidade, contendo niveis crescentes de NuPro®.
Valores expressos em g kg™ e na matéria seca.

Ingredientes

Suplementac&o com NuPro®

0 10 20 40 60 80

Farelo soja

Farinha residuo salméo
Milho

Oleo soja

Oleo peixe

Premix*

Oxido de cromio 111
NuPro®

Composigdo proximal
Proteina bruta

Extrato etéreo

Matéria mineral

Fibra em detergente
acido

Energia bruta, kcal kg™

470 460 450 430 410 390
30 30 30 30 30 30
459 459 459 459 459 459
20 20 20 20 20 20
10 10 10 10 10 10
6 6 6 6 6
5 5 5 5 5
10 20 40 60 80

o o1 o

326 325 323 323 321 320
60 59 59 59 59 58
44 44 44 44 43 43

32 31 31 30 29 28
3412 3405 3357 3384 3371 3357

1\er Tabela 1.
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A coleta das fezes foi feita trés vezes ao dia, com intervalos de
quatro horas (22:00, 02:00 e 06:00 h), sendo que os tubos coletores
ficavam imersos em recipiente com gelo durante todo o periodo, para
evitar proliferacdo bacteriana. Ap6s as coletas, as fezes eram
centrifugadas, secas em estufa a 60°C, moidas e armazenadas a -20°C
para posterior analise.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria
seca, energia e proteina foram calculados seguindo a equagdo proposta
por Cho & Slinger (1979):

CDA =100 — [100 (Cr,04d / Cr,O4f x Fn / Dn)]

Onde: CDA = coeficiente de digestibilidade aparente, %
Cr,03d = 6xido de cromio |11 na dieta, %
Cr,05f = 6xido de crémio Il nas fezes, %
Fn = nutriente nas fezes, %; Dn: nutriente na dieta, %

Analises de composicéo proximal

As andlises dos ingredientes, dietas, fezes e composicao
corporal dos peixes foram realizadas segundo metodologia padronizada
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1999). A
energia bruta das dietas e fezes foi obtida em bomba calorimétrica. A
concentracdo de Oxido de cromio 111 das dietas e fezes foi determinada
pelo método espectrofotométrico da difenilcarbazida, de acordo com
metodologia proposta por Bremer Neto et al. (2003).

Analises estatisticas

Para avaliar o efeito da concentragdo de NuPro® nas dietas, 0s
dados obtidos foram submetidos a analise de regressao, sendo atendidos
0s pré-requisitos ao verificar a normalidade e a homocedasticidade dos
residuos. A andlise multivariada de variancia (MANOVA) foi utilizada
para comparacdo das varidveis hematoldgicas antes e apds o desafio
com o patogeno. Nesta andlises, utilizou-se o aplicativo Statistica 7.0
(StatSoft, Inc., 2004), com nivel de significancia de 5%.



36

Resultados
Ensaio de dose-resposta

O ganho em peso didrio, taxa de crescimento especifico e
consumo de racdo foram significativamente influenciados (P<0,05)

s ® - N . .
pelos niveis crescentes de NuPro~ (Fig. 1). Observou-se tendéncia linear
crescente com o aumento da concentracdo do aditivo na dieta. Ja a
sobrevivéncia, conversdo alimentar, retencdo proteica e composicao
corporal dos peixes ndo apresentaram tendéncia significativa com o
aumento da suplementacéo de NuPro® (P>0,05) (Tabela3).

Desafio e avalia¢do das respostas hemato-imunoldgicas

N&do foi observada mortalidade ap6s o desafio. Entretanto,
foram observados sinais clinicos, semelhantes aos do pré-ensaio de
patogenicidade, caracteristicos de infeccdo bacteriana, em todos os
tratamentos, com excecdo do controle. A presenga de colbnias de A.
hydrophila foi confirmada (99,7%) nas amostras do cérebro e coracdo
dos peixes infectados, demonstrando a eficacia do desafio. De forma
geral, houve aumento nas concentragdes das varidveis hemato-
imunoldgicas apés o desafio, quando comparadas as variaveis analisadas
antes do desafio (P<0,05), o que também indica a eficacia da infeccéo
(Tabela 4). Entre as varidveis hematoldgicas, houve diminuicdo
significativa no nimero de eritrocitos, trombécitos e linfécitos com ao
aumento das doses de NuPro® antes do desafio. J& ap6s o desafio, houve
aumento nas concentracdes de trombdcitos, leucdcitos e mondcitos
(P<0,05) (Tabela 4). A concentracdo de lisozimas do soro sanguineo e a
porcentagem de fagocitose ndo foram significativamente afetadas
(P>0,05) com o0 aumento da suplementacéo de NuPro® na dieta, antes ou
apos desafio.



37

>

-

=
1

=

(=)

h
1

Ganho empeso, g

y=0,017x+ 0,613
RZ= 0,60

=

[a—

h
|

¥ =0,035x+3.873

et
[#a]
h
-

Taxa de crescimento especifico, %
i d 8
[
(=
1

R>=0.62
%.-0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
0,90
L]
g
& (0,80
hesd
=]
= ~
gO.;O
g y=10,021x+ 0,635
2 0.60 R>= 0,56
3
0.50| T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 R8O
NuPro®, gkg!

Figura 1. Ganho em peso médio didrio por peixe, taxa de
crescimento especifico e consumo de ragdo de juvenis de tilapia-
do-Nilo, alimentados com dietas contendo diferentes niveis de
incluséo de NuPro® (média + erro padrao).
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Tabela 3. Conversdo alimentar, sobrevivéncia, retencdo proteica e composicao
corporal de juvenis de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas suplementadas
com niveis crescentes de NuPro®*.

Suplementac&o com NuPro®, g kg™

Variaveis
0 10 20 40 60 80
Conversdo alimentar 1,15 1,19 1,19 123 1,16 1,21
Sobrevivéncia, % 90,00 93,75 93,75 92,50 90,00 93,75

Retencéo proteica, g kg™ 476,5 448,8 448,7 447,0 453,7 468,7

Composicdo corporal, g kg™

Proteina bruta 161,8 155,2 157,9 158,3 159,8 162,6
Extrato etéreo 65,7 771 63,7 69,2 705 74,2
Matéria mineral 332 359 356 353 326 397
Matéria seca 271,6 279,8 257,0 272,8 266,8 267,3

*N3o foi observada influéncia do aumento das doses de NuPro® nas variaveis
por analise de regressdo (P>0,05).

Ensaio de digestibilidade

A digestibilidade proteica das dietas foi alta, na ordem de 92,02
a 93,49% (Tabela 5). Conforme aumentou a concentracio de NuPro® na
dieta, houve diminuicdo da digestibilidade da proteina. Apesar de
significativa, esta diminuicdo foi pequena, na ordem de 1,41%.

A digestibilidade energética variou de 82,99% a 77,27% e
apresentou tendéncia semelhante a proteica, ou seja, diminuiu com o
aumento da suplementagéo, na ordem de 5,72%.

A digestibilidade da matéria seca apresentou valores mais
baixos, variando de 72,53 a 76,63%, mas também apresentou tendéncia
linear decrescente com adicdo de NuPro® na ordem de 4,1%.
Entretanto, o baixo valor do coeficiente de determinacdo (R?2) indica
fraca relagdo entre o aumento de NuPro® nas dietas e a diminuicéo da
digestibilidade da matéria seca.



Tabela 4: Variaveis hemato-imunolégicas em juvenis de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas suplementadas com
niveis crescente de NuPro®, antes e ap6s desafio com Aeromonas hydrophila.

Suplementagdo com NuPro®, g kg

Variaveis Desafio 0 10 20 20 60 80 pT
Eritrocitos, antes - 2,12+0,09 202+0,17 163+0,04 1,25+0,08 1,46+0,08 0,000042
x10%/mL depois  2,11+0,08 1,84+0,10 1,99+0,17 2,03+0,09 204+0,07 232+0,16 0,07
o antes - 2921+117 26,08+1,01 27,42+101 2530+1,58 28,001,001 0,55
Hematdcrito, % .
depois  33,22+1,53 2955+1,28 32,16+1,30 33,45+141 3456+1,39 3428+233 0,09
Trombécitos, antes - 640+1,78 535+112 2,63+025 207+026 319+0,35 0,018
x10%/mL depois 2,75+0,19 240+023 48+087 528+067 7,13+088 7,83+0,25 0,0000001*
Leucocitos, antes - 306+0,26 320+0,25 252+037 161+0,26 3,20+0,49 0,09
x10*/mL depois  526+081 455+029 527+086 4,79+051 521+084 6,85+0,48 0,02°
Linfécitos, antes - 2,76+029 245+019 1,87+036 107+015 177+023  0,008°
x10%/mL depois 3,74+0,559 259+0,36 3,82+071 3,09+0,34 397+080 4,15+0,49 0,23
Mondcitos, antes - 020+0,01 0,08+0,05 0,22+0,11 0,06+0,03 044+0,18 0,14
x10%/mL depois  0,86+023 1,23+0,22 0,68+0,13 0,82+0,19 123+0,11 1,71+0,50 0,047
Neutrofilos, antes - 0,10+0,02 067+0,14 045+0,05 048+0,10 0,63+0,07 0,26
x10%/mL depois  0,66+0,16 0,73+0,09 1,00+043 0,88+0,25 0,82+0,17 0,99 +0,28 0,14
. antes - 383+101 325+124 15+071 1,75+053 2,17+0,38 0,15
Fagocitose, % .
depois 6,62+125 575+232 7,75+176 7,25+237 400+137 45+1,06 0,2
L antes - 13,22 +1,33 12,09+1,69 14,27+065 14,37+0,86 12,90 +1,50 0,44
Lisozima, pg/mL .
depois  7,28+0,34 1445+111 17,53+0,03 1568+1,10 16,56 +2,02 15,32 +0,01 0,57

6¢



! Valor de P para analise de regresséo entre as doses de NuPro® na dieta para cada variavel.

2y =0,027x* - 0,368x + 2,598 R?=0,76.
8y =0,207x* - 2,382x + 8,962 R?=0,56.
*y =0,680x + 2,612 R?=0,78.
®y = 0,059%° - 0,25x + 5,107 R?=0,32.
jy =0,061x° - 0,746x + 3,634 R?=0,55.

y = 0,029%? - 0,150x + 1,015 R?=0,28.

Tabela 5. Coeficientes de digestibilidade aparente (CDASs) da proteina, energia e matéria seca de dietas suplementadas
com niveis crescentes de NuPro® para tilapia-do-Nilo.

Suplementagdo com NuPro®, g kg™

CDA, % 7

0 10 20 40 60 80 P
Proteina bruta® 9349402  9297+01  9342+03  9301+03  9202+04  9208+07 0,004
Energia bruta? 82,99+05  8160+01  8040+02  8008+02  77,64+05  7727+11  0,0001
Matéria seca® 76,63+06  7456+02  7600+02  7618+05  7253+07  7433+12 0,03

ly =-0,185x + 93,48 R?=0,42.
2y =-0,699x + 82,44 R2?=0,82.
%y =-0,309x + 76,12 R2=0,27.
*Valor de P para analise de regressdo entre as doses de NuPro® na dieta para cada CDA...

oy
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Discussao

A suplementacdo com nucleotideos é especialmente importante
no desenvolvimento de tecidos com rapido turnover celular, quando a
capacidade de sintese enddgena ndo é suficiente para responder as
maiores necessidades, como em periodos de rapido crescimento e apds
enfermidades ou traumas (Bueno et al., 1994; Carver & Walker, 1995).
Assim, hé evidéncias que a suplementacdo de nucleotideos na dieta pode
proporcionar efeitos benéficos sobre o crescimento, regeneracéo celular
e sistema imune, além de promover reducdo de gasto energético para
producdo dos nucleotideos pelo proprio organismo (Ortega et al., 1995).
Isto foi confirmado no presente estudo, sendo evidente que a
suplementacdo de NuPro® exerceu efeito positivo no desempenho de
juvenis de tilapia-do-Nilo.

A conversdo alimentar ndo se alterou com o aumento da
concentracdo do aditivo na dieta, porém os peixes consumiram mais
racdo e, consequentemente, apresentaram incremento significativo no
ganho em peso. O extrato de leveduras pode ser utilizado na industria de
alimentos como intensificador e/ou potenciador de sabor, principalmente
por conter altas concentragbes de acido glutdmico e nucleotideos, tais
como o 5’-guanosina-monofosfato e  5’-guanina-monofosfato,
reconhecidos por suas propriedades como estimulantes alimentares
(Ferreira et al., 2010). Esta resposta positiva foi relatada em peixes
(Mackie, 1973; Rumsey et al., 1992; Li & Gatlin I1l, 2006). Entretanto,
quando em altas concentracdes na dieta, NuPro® pode prejudicar a
palatabilidade, conforme relatado para juvenis de bijupira alimentados
com dietas quando houve a substituicdo total de farinha de peixe por
esse aditivo (780 g kg™ de inclusdo). Neste caso, 0s peixes consumiram
menos racdo e tiveram seu crescimento comprometido (Lunger et al.,
2006). Ja no presente estudo, a maior concentracdo testada, que foi de
80 g kg™, ainda estimulou o consumo e crescimento dos peixes. O
aumento na concentracdo do aditivo exerceu possivel melhora na
atratividade e palatabilidade destas dietas, considerando-se que as
mesmas eram isonitrogenadas e isoenergéticas. NuPro® também resultou
em aumento do ganho em peso de tilapia-do-Nilo, quando incluido
como ingrediente proteico em substituicdo ao farelo de soja (20 a 80%)
(Mclean & Craig, 2004). A suplementagdo de NuPro® em dietas para
outras espécies de peixes também se mostrou benéfica, podendo ser
adicionado como ingrediente proteico em substituicdo a farinha de peixe
em até 25% da dieta para bijupira (Lunger et al., 2006, 2007) e em até
10%, para o bagre do canal (Peterson et al., 2012).
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Melhora no crescimento com a inclusdo de nucleotideos na
dieta também foi relatada para garoupa, Epinephelus malabaricus (Lin
et al., 2009), salmao do atlantico, Salmo salar (Burrells, 2001b), tilapia
hibrida (Ramadan & Atef, 1991) e truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss
(Adamek et al., 1996; Keyvanshokooh & Tahmasebi-Kohyanio, 2012).
Porém, é importante salientar que nestes estudos foram utilizadas
misturas de nucleotideos purificados e ndo o extrato de levedura como
no presente estudo.

Houve reducdo na digestibilidade da proteina e energia com a
suplementacdo dietética de doses crescentes do aditivo, provavelmente
causada pelo aumento no consumo de racdo. A digestibilidade da
proteina diminuiu significativamente com o aumento da concentracao de
NuPro® nas dietas. Porém, apesar de significativa, essa diminuicdo foi
pequena, indicando que o aumento da concentracdo do aditivo teve
pouca influencia sobre o aproveitamento desse nutriente. Ja a
digestibilidade da energia foi mais afetada negativamente com adi¢do do
aditivo. NuPro® é um extrato de levedura rico em nucleotideos (Fegan,
2006), os quais sdo fontes de energia, principalmente na forma de ATP
(adenosina trifosfato) e GTP (guanosina trifosfato) (Carver & Walker,
1995). A exigéncia energética da tilapia foi atingida na dieta controle,
sem suplementacdo (NRC, 2011). Portanto, o excesso de energia
proveniente dos nucleotideos das dietas com maiores concentragdes do
aditivo provavelmente explica a diminuicdo da digestibilidade da
energia. A diminuicdo do gasto energético para producdo de
nucleotideos pelo préprio organismo também pode ter influenciado
nesses resultados.

A composi%éo corporal se manteve constante com o0 aumento
das doses de NuPro™, indicando que o aditivo ndo influenciou na forma
de deposicdo dos nutrientes corporais pela tilapia-do-Nilo. O mesmo foi
observado em estudos com bijupira (Lunger et al., 2006) e lucioperca,
Sander lucioperca (Jarmolowicz et al., 2012).

Ndo foi observada mortalidade ap6s o desafio com A.
hydrophila. Porém, apés a infeccdo experimental, as células de defesa e
as varidveis humorais apresentaram valores mais elevados em rela¢do ao
periodo antes da infeccdo, evidenciando imuno-modulagdo positiva.
Martins et al. (2008) observaram aumento na concentracdo de
hematdcrito, leucécitos, trombdcitos e linfocitos em tilapias-do-Nilo, 24
h ap6s desafio com Enterococcus sp., corroborando o presente estudo e
indicando uma situacdo de defesa contra o patdégeno. No presente
estudo, observou-se que, mesmo 96 h apds o desafio, 0s peixes ainda se
encontravam em situacdo de defesa. Um maior periodo de observacao
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talvez permitisse a observacdo de mortalidade. Entretanto, como as
varidveis hemato-imunoldgicas estavam elevadas, a possibilidade que 0s
peixes conseguissem se defender dessa infecgdo também ndo pode ser
descartada (Christybapita et al., 2007).

Antes da infecgdo, as variaveis hemato-imunologicas se
mantiveram proximas as observadas em outros estudos com tilapia-do-
Nilo (Hrubec et al., 2000, Ranzani-Paiva et al., 2005, Ghiraldelli et al.,
2006, Jerdnimo et al., 2011). Com o aumento das doses de NuPro® na
dieta os eritrocitos, trombdcitos e linfocitos apresentaram diminuicao
nas suas concentragdes. Apesar dessa diminuicdo, apés a infeccdo a
maioria das variaveis analisadas se manteve constante, com excecao dos
trombdcitos, leucécitos e mondcitos, que apresentaram aumento nas
suas concentragBes. Trombocitos sdo células responsaveis pela
coagulacdo sanguinea, que migram para focos inflamatorios (Martins et
al., 2008). Os trombacitos também atuam na defesa humoral e podem
desempenhar fungdo fagocitica (Burrows et al., 2001). Os leucécitos
(mondcitos, neutréfilos, baséfilos, entre outros) desempenham
importante papel na defesa ndo especifica do sistema imune inato em
peixes (Misra et al., 2006), sendo que a diminuicdo do nUmero de
mondcitos é normal em processos inflamatérios (Silva et al., 2012).
Neste estudo, a concentracdo de mondcitos aumentou significativamente
com a adigdo crescente de NuPro® nas dietas, apés a infecgdo. Portanto,
as maiores concentracdes de NuPro® influenciaram no aumento da
concentracdo de trombdcitos, leucocitos e mondcitos, auxiliando o peixe
a se defender da infeccdo bacteriana.

As respostas imunoldgicas ndo especificas ou inatas avaliadas
no presente estudo (atividade de lisozima e fagocitose) ndo variaram
com 0 aumento da suplementacéo de NuPro®. J4 doses 40 e 60 g kg™ de
NuPro® na dieta potencializaram a atividade fagocitica e atividade da
lisozima, bem como a proliferacédo de linfocitos no sangue em lucioperca
(Jarmolowicz et al.,, 2012). Ainda, em carpa comum, foi observado
aumento significativo na atividade fagocitica e resisténcia a A.
hydrophila, em peixes alimentados com dietas suplementadas com
extrato de levedura (Biswas et al., 2012).

NuPro® se apresentou como aditivo benéfico para
suplementacdo em dietas para juvenis de tilapia-do-Nilo, ja que
proporcionou aumento significativo no ganho em peso (28,8% na maior
concentracdo testada) nessa fase fundamental do ciclo de vida e resultou
em aumento significativo nas contagens de trombdcitos, leucécitos e
mondcitos no sangue, indicando possivel reagdo de defesa mais eficiente
nas maiores doses testadas.
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CONSIDERAGOES FINAIS

NuPro® se mostrou benéfico para a tilapia-do-Nilo, podendo ser
adicionado na dieta, com resultados favoraveis no desempenho dos
animais.

A sobrevivéncia média dos peixes no ensaio de crescimento foi
de aproximadamente 93%, sendo que ndo houve diferenca entre as doses
de NuPro® testadas. Entretanto, cabe salientar que durante o periodo
experimental foi observado forte comportamento de dominancia e
territorialidade, com confrontos agonisticos e submissao dos individuos
menores. Foi observada heterogeneidade no crescimento entre
individuos do mesmo tanque, sendo constatado que os individuos
submissos muitas vezes ndo se alimentavam, crescendo pouco e, em
alguns tanques, até morrendo.

Alguns estudos que testaram extratos de leveduras, assim como
nucleotideos purificados para peixes, relataram evidentes melhoras na
resisténcia e aumento da sobrevivéncia, o que ndo ficou claro no
presente estudo. Cabe salientar que, neste trabalho, a concentracéo e/ou
viruléncia da cepa utilizada talvez ndo tenha sido suficiente para causar
mortalidade em tilapia, apesar de terem sido observados sinais clinicos
caracteristicos de infeccdo. A cepa de Aeromonas hydrophila utilizada
foi isolada de surto bacteriano em pintado, Pseudoplatystoma
corruscans. Talvez a inoculacdo desta cepa na tilapia-do-Nilo, seguido
de re-isolamento da bactéria para utilizagdo no desafio seria interessante,
pois aumentaria a viruléncia da bactéria para a tilapia. Sugere-se esta
recomendacao para préximos ensaios de desafio.

A andlise histoldgica dos intestinos seria ferramenta interessante
para complementar o trabalho, jA que muitos autores afirmam que os
nucleotideos presentes no extrato de levedura melhoram a estrutura de
absorcdo de nutrientes pelo intestino e, por consequéncia, poderiam
aumentar a digestibilidade da dieta. Entretanto, no presente estudo nao
se observou este aumento na digestibilidade.

Uma avaliacio econbmica deve ser realizada para confirmar a
viabilidade do uso do NuPro® comercialmente. Também para confirmar
a viabilidade do uso do NuPro® comercialmente, futuros ensaios em
campo sdo interessantes para observar o real efeito do aditivo em
situacdo de produgdo, ja que em laboratério as condi¢bes sao
controladas e diferem das reais condi¢fes dos cultivos.
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ANEXO

Figura 1: Ensaio de digestibilidade: (A) Tanques. (B) Caixa de gelo durante
coleta de fezes. (C) Tubo coletor de fezes.

Figura 3: Desafio com Aeromonas hydrophila: (A) Tanques. (B)
Coleta de sangue.



Figura 4. Sinais clinicos em tilapia-do-Nilo ap6s 96 h do
desafio com Aeromonas hydrophila: (a) ulceragdes, (b)
erosdo nas nadadeiras e hemorragia.
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