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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A aquicultura brasileira

A Aquicultura Brasileira

Com a crescente demanda por proteina de origem animal e o aumento da producao pela
aquicultura em todo o mundo, hd uma pressdao para maximizar a eficiéncia da produgdo e
garantir a sustentabilidade dos sistemas produtivos [1]. Nos ultimos 20 anos, a aquicultura
global tem sido bem-sucedida e continua a aumentar sua produgdo, a0 mesmo tempo em que
atinge os objetivos essenciais de sustentabilidade ambiental, econdmica e social [2]. A taxa de
crescimento médio anual da aquicultura no periodo de 2001 a 2018 foi de 5,3% [3]. Apesar de
nosso planeta ser coberto por dgua salgada (70%), a producdo aquicola de espécies de peixes

de dgua doce representa 85,7% e inclui principalmente carpas, tilapias e bagres [4].

No ano passado, a producdo brasileira de peixes de cultivo atingiu 887.029 toneladas,
de acordo com um levantamento exclusivo realizado pela Associacdo Brasileira da
Piscicultura (Peixe BR). Esse numero representa um aumento de 3,1% em relacdo ao ano de
2022 [5]. O aperfeigoamento de novas tecnologias e técnicas de produgdo intensiva tem sido
aplicado com o objetivo de aumentar a produtividade aquicola [6,7]. Essa abordagem esta
diretamente relacionada a tecnificagdo dos sistemas de produgdo, que exige estratégias para
manter a qualidade da agua sem prejudicar os animais ou o meio ambiente. Para alcangar esse
equilibrio, ¢ essencial um manejo adequado e o uso de ragdes altamente eficientes [8]. Sendo
assim, também ¢ de extrema importancia a sele¢do de uma espécie adequada para cada tipo de

cultivo.

A selecao de espécies para piscicultura intensiva ¢ baseada em requisitos como carne de
alta qualidade, facilidade de adaptagdo a diferentes sistemas de producdo [9]. Desse modo, a
tildpia tem as caracteristicas que se enquadram no perfil, sendo a espécie de maior producao

no Brasil e conquistando os consumidores em seu paladar.



Tilapia (Oreochromis niloticus)

A tildpia (Oreochromis niloticus) ¢ amplamente reconhecida por sua resisténcia a
variacoes ambientais e seu bom desempenho em uma variedade de sistemas de cultivo. Essa
espécie tem um rapido crescimento, alta eficiéncia na conversao alimentar e uma tolerancia
notavel a diferentes condi¢des de qualidade da 4gua, o que a torna ideal para cultivo em larga
escala. De acordo com Kubitza [10], a tilapia é capaz de prosperar em ambientes com alta
densidade de estocagem, desde que sejam implementadas boas praticas de manejo e a nutri¢ao

dos animais seja adequadamente balanceada.

Contudo, em sistemas de cultivo intensivo, o aumento da densidade de estocagem tem
sido associado a uma maior incidéncia de doengas infecciosas, devido ao estresse cronico
imposto aos animais e a deterioragdo da qualidade da agua [11]. O impacto do estresse
fisiologico nas tilapias pode resultar em perda de apetite, menor crescimento € uma resposta
imunolégica comprometida. Estudos tém demonstrado que a suplementacdo de ragdes com
aditivos funcionais, como probioticos, prebiodticos e nucleotideos, pode ajudar a minimizar

esses efeitos negativos, promovendo a satide intestinal e imunoldgica dos peixes [12].

Além disso, as demandas por uma producao sustentavel e por peixes com maior valor
nutricional estdo impulsionando a pesquisa de alternativas naturais aos antibidticos. O uso de
nucleotideos, por exemplo, tem sido explorado por suas propriedades imunomoduladoras e
sua capacidade de melhorar o desempenho zootécnico de tilapias em sistemas de alta

densidade [13].

Nucleotideos

Os nucleotideos s3o componentes essenciais em uma ampla gama de processos
biologicos. Além de serem os blocos de construcdo do DNA e RNA, eles desempenham
papéis fundamentais no metabolismo energético, servindo como precursores para o ATP, e na
sinalizacdo celular [14]. Nos ultimos anos, estudos tém destacado o potencial dos
nucleotideos na dieta de peixes como promotores de saide e desempenho zootécnico,

especialmente em condic¢des de cultivo intensivo [15,16].

Um aspecto relevante ¢ que a sintese endogena de nucleotideos pode ser insuficiente
durante periodos de rapido crescimento ou estresse, como aqueles comumente encontrados

em sistemas de cultivo intensivo. A suplementagdo exdgena de nucleotideos ¢, portanto, uma



estratégia eficaz para garantir que a demanda metabdlica seja atendida, o que, por sua vez,
pode resultar em uma melhora no desempenho de crescimento, eficiéncia alimentar e fungao

imunologica dos peixes [17].

Em um estudo com juvenis de tilapia, Zhang et al. [18] relataram que a inclusdo de
nucleotideos na dieta resultou em um aumento significativo na taxa de crescimento e
eficiéncia de conversdo alimentar, além de melhorar a resisténcia dos peixes contra infec¢des
bacterianas. Esses resultados sdo corroborados por investigacdoes mais amplas que indicam
que os nucleotideos atuam como moduladores do sistema imune e podem acelerar a

recuperagdo de peixes submetidos a condi¢des estressantes [19].
Nucleotideos na Dieta de Peixes

Os nucleotideos dietéticos desempenham um papel fundamental na disponibilizacdo de
bases nitrogenadas e nucleosideos, que podem ser rapidamente utilizados na sintese de
nucleotideos pela via de salvamento. Esta via ¢ especialmente crucial para tecidos e 6rgaos
que apresentam alta taxa de divisdo celular, como o cérebro, eritrocitos, medula Ossea,
mucosa intestinal e linfocitos [20]. A sintese de nucleotideos ¢ frequentemente limitada
nesses tecidos, enquanto a demanda por acidos nucléicos se mantém elevada, tornando a
suplementagdo exogena essencial para a manutencdo da homeostase celular e a proliferagdo

adequada das células [21].

Evidéncias sugerem que os nucleotideos na dieta ndo apenas suportam a sintese de
acidos nucléicos, mas também desempenham um papel crucial na modulagdo da resposta
imune e na recuperacdo de Orgdos em situagdes de desequilibrio metabdlico ou processos
inflamatorios [22]. A deficiéncia de nucleotideos pode comprometer fun¢des hepaticas,
cardiacas, intestinais e imunologicas, resultando em desfechos adversos na saude dos peixes.
Gao et al. [23] encontraram que a suplementacdo de nucleotideos em peixes aumentou
significativamente a ativagdo de linfocitos e melhorou as respostas de imunoglobulinas, além

de regular a expressao de citocinas inflamatorias.

Adicionalmente, a suplementacdo de nucleotideos tem mostrado efeitos benéficos na
microbiota intestinal. Bui et al. [24] relataram que a inclusdo de nucleotideos na dieta de
tilapias resultou em uma melhoria significativa na diversidade microbiana, favorecendo a

colonizacdo de microrganismos benéficos e contribuindo para a satide intestinal. Esses efeitos



positivos na microbiota sdo cruciais, uma vez que uma microbiota equilibrada est4 associada a

resisténcia a infec¢des e a melhoria da eficiéncia digestiva.

A pesquisa de Liu et al. [25] destacou que a suplementacao de nucleotideos nao apenas
aumentou a atividade de enzimas digestivas, mas também melhorou a integridade da mucosa
intestinal. Isso sugere que a inclusdo de nucleotideos pode otimizar a absor¢ao de nutrientes,
promovendo a saude geral dos peixes e aumentando a resisténcia a doencas. Além disso,
Zhang et al. [26] abordaram a relacdo entre nucleotideos e estresse ambiental, demonstrando
que a suplementagdo pode mitigar os efeitos adversos do estresse em peixes cultivados,

favorecendo a sobrevivéncia e a recuperagdo apos desafios estressantes.

E importante ressaltar que a inclusdo de nucleotideos na dieta dos peixes pode melhorar
ndo apenas a saude intestinal, mas também a eficiéncia produtiva na aquicultura. Barros et al.
[27] sublinham a importancia de uma nutri¢gdo adequada, indicando que a suplementacao de
nucleotideos pode reduzir a mortalidade e aumentar a resisténcia a patdgenos em peixes
cultivados. Esses resultados sugerem que a adicdo de nucleotideos na dieta pode ter um

impacto direto na produtividade e sustentabilidade da aquicultura.
Nucleotideos no Sistema Imune

A capacidade dos nucleotideos de modular o sistema imune em peixes tem sido foco de
diversas investigagdes, especialmente em ambientes de cultivo intensivo, onde os peixes
enfrentam constantes desafios de patdgenos e estressores ambientais [28]. A suplementacao
com nucleotideos demonstrou ser uma estratégia eficaz para aumentar a proliferacao de
linfocitos, a atividade de fagdcitos e a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias, todos fatores

essenciais para uma resposta imune robusta e eficaz [29].

Pesquisas mostram que os nucleotideos atuam como sinais moleculares que ativam
componentes do sistema imune. Tahmasebi-Kohyani et al. [30] indicaram que a
suplementagdo em tilapias melhorou a resisténcia a infecgdes por Streptococcus iniae,
facilitando a ativag@o de células imunes e resultando em maior produgdo de citocinas, como

IL-1B e IL-6. Essa ativacao celular ¢ crucial para uma defesa eficaz contra infecg¢des.

Além disso, estudo recente tem destacado o papel dos nucleotideos na modulagao da
microbiota intestinal, que influencia diretamente a saude imunologica. Figueiredo et al. [31]

demonstraram que a inclusdo de nucleotideos na dieta de peixes resultou em uma microbiota



intestinal mais diversificada, associada a uma maior resisténcia a patdogenos e ao aumento da

produgdo de metabolitos benéficos que podem modular a resposta imune.

Os nucleotideos também promovem a maturacdo de células T, essenciais para o sistema
imune adaptativo. Zhang et al. [32] relataram que peixes alimentados com nucleotideos
apresentaram um aumento significativo na proporc¢ao de células T citotoxicas, fundamentais
para a eliminagdo de células infectadas por virus e outros patégenos. Esses efeitos sao
particularmente relevantes em ambientes de cultivo intensivo, onde a pressao patogénica ¢

elevada.

Além disso, Liu et al. [33] mostraram que os nucleotideos desempenham um papel
importante na regulacdo do estresse oxidativo durante infec¢des. Peixes suplementados com
nucleotideos apresentaram reducao nos niveis de marcadores de estresse oxidativo, indicando
que os nucleotideos ajudam a proteger as células imunes do dano oxidativo, promovendo uma

resposta imune mais eficaz.

Outro estudo importante de Burrells et al. [34] revelou que a inclusdo de nucleotideos
na dieta aumentou a producdo de imunoglobulina A (IgA), um anticorpo vital para a prote¢ao
das mucosas intestinais. Esse aumento ¢ fundamental para a defesa contra patogenos que

entram no organismo através do trato gastrointestinal.

Por fim, a pesquisa de Welker et al. [35] destaca que a suplementacdo com nucleotideos
também pode ter um efeito positivo na capacidade de resposta dos peixes a vacinas. Os peixes
alimentados com dietas ricas em nucleotideos mostraram uma resposta imune mais robusta
apods a vacinagdo, sugerindo que os nucleotideos podem melhorar a eficacia das imunizacdes

em aquicultura.
Nucleotideos na saude intestinal

A saude intestinal dos peixes € crucial para a digestao e absorcao eficiente de nutrientes.
A superficie da mucosa intestinal € composta por numerosas vilosidades, que aumentam a
area de superficie para a digestdo e absor¢do [36]. O desenvolvimento da mucosa intestinal
ocorre por meio da renovacao celular, que envolve proliferagdo e diferenciacdo, aumentando a
altura e densidade dos vilos € o nimero de células epiteliais, como enterocitos e células

caliciformes [37].
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Burrells et al. [34] observaram que, em salmdes do Atlantico, a inclusdo de nucleotideos
dietéticos resultou em aumento significativo na altura média das dobras intestinais e na area
de superficie total do intestino, comparado aos peixes alimentados com dieta controle. Esses
resultados indicam que os nucleotideos desempenham um papel importante na saude

intestinal, promovendo eficiéncia na digestao e absor¢ao de nutrientes.

De forma semelhante, Borda et al. [38] relataram melhorias no desenvolvimento
intestinal em pargos juvenis quando suplementados com nucleotideos. Esses achados sugerem
que a suplementacao pode ter efeitos benéficos sobre a morfometria intestinal em diversas

espécies de peixes.

Li e Gatlin III [39] ressaltaram que os nucleotideos dietéticos proporcionam beneficios
significativos para o sistema intestinal, influenciando positivamente aspectos fisiologicos e
morfologicos, e melhorando a utilizagdo de outros nutrientes. Contudo, apesar de muitos
estudos demonstrarem os efeitos benéficos da suplementacdo de nucleotideos sobre a
morfometria intestinal, h4 uma escassez de relatos sobre como essa suplementacdo afeta a

atividade de enzimas digestivas.

Zhang et al. [32] abordaram essa questdo, indicando que a suplementagdo com
nucleotideos também pode resultar em melhorias na atividade de enzimas digestivas, como a
tripsina e a amilase, promovendo uma digestdo mais eficiente e uma absor¢do otimizada de
nutrientes. Essas descobertas sdo relevantes para a criagdo de peixes em sistemas de
aquicultura, pois uma digestao eficiente ¢ fundamental para o crescimento e a saude geral dos

organismos cultivados.

Além disso, pesquisas de Liu et al. [33] mostraram que a inclusdo de nucleotideos na
dieta de peixes pode resultar em uma maior resisténcia a estresses ambientais, melhorando
ndo apenas a saude intestinal, mas também a capacidade imunologica dos peixes em situacdes
adversas. Esse efeito sinérgico entre saude intestinal e resposta imune reforca a importancia

dos nucleotideos na nutri¢do de peixes.

Apesar de varios estudos demonstrarem efeito benéfico da suplementacdo de
nucleotideos sobre a morfometria intestinal, ha poucos relatos sobre o efeito de sua
suplementagdo sobre a atividade de enzimas digestivas. Essas descobertas podem ser

relevantes para a cria¢do de peixes em sistemas de aquicultura.
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Article
Efeito de duas fontes de nucleotideos sobre o crescimento, resposta imune e atividade de
enzimas digestivas de tilapias do Nilo
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Abstract: This study investigated the effects of dietary nucleotide supplementation on growth, immune
response, and intestinal health of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) under intensive aquaculture conditions.
Two sources of nucleotides were tested: Biotide Extra (yeast RNA) and Biotide Max (15% free nucleotides).
The experiment lasted for 60 days, during which the fish were fed supplemented diets and subjected to an
immunological challenge with lipopolysaccharides (LPS). The results showed that, although
supplementation did not significantly impact growth parameters, feed conversion, or survival rates,
improvements in immune functions were observed, evidenced by increased lysozyme activity and
immunoglobulin levels in supplemented groups, especially after the LPS challenge. However, supplemented
fish exhibited reduced hemoglobin levels, suggesting interactions between nucleotides and nutrient
metabolism. Digestive enzyme activity was also modulated, with a significant increase in protease activity in
the proximal intestine. These findings indicate that nucleotide supplementation may enhance immune system
strength and improve digestion in tilapia, particularly under stress conditions. Nonetheless, dosage
adjustments are recommended to mitigate potential adverse effects on nutrient metabolism. Nucleotide
supplementation appears promising for enhancing the health and performance of fish in intensive
aquaculture systems, but further studies are necessary to optimize its application.

Keywords: Immunity, Digestive enzymes, Aquaculture

1. Introducao

A suplementagdo com nucleotideos exogenos tem emergido como uma estratégia promissora na
aquicultura, visando melhorar o desempenho zootécnico e a saide dos organismos aquaticos. Esse enfoque
se torna ainda mais relevante em sistemas de cultivo intensivo, onde os peixes sdo frequentemente
submetidos a condigdes de estresse, como alta densidade populacional e qualidade de dgua deteriorada,
fatores que comprometem a imunidade e a integridade intestinal [1]. Neste contexto, a tilapia (Oreochromis
niloticus) assume um papel central na piscicultura mundial, demandando avangos continuos em sua nutri¢ao

para maximizar a eficiéncia produtiva e mitigar impactos ambientais [2,3].

Entre os aditivos alimentares, os nucleotideos tém se destacado como uma solu¢do inovadora para
melhorar a resposta imune, o crescimento e a saide intestinal dos peixes [4,5]. Essas moléculas, formadas
por bases nitrogenadas, acucares e grupos fosfato, desempenham papéis essenciais na biologia celular,
incluindo a sintese de acidos nucleicos e o metabolismo energético [6]. Embora ndo sejam considerados
nutrientes essenciais, em situacdes de estresse ou crescimento acelerado, a demanda por nucleotideos pode

superar a capacidade de sintese enddgena, tornando-os condicionalmente essenciais [4].

Estudos tém mostrado que a suplementagao com nucleotideos pode reforcar a imunidade e promover a

saude intestinal de peixes em condi¢des de cultivo intensivo, onde a pressao de patogenos ¢ elevada [7].
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Além de fortalecer a barreira intestinal, os nucleotideos sdo capazes de modular a microbiota, favorecendo o
crescimento de bactérias benéficas, como Lactobacillus e Bifidobacterium, ao mesmo tempo que inibem
patogenos oportunistas, como Vibrio spp. € Aeromonas spp. [8]. No entanto, a eficacia dessa suplementacao
depende de varidveis como a espécie cultivada, a dosagem administrada e as condi¢des especificas do

sistema de cultivo [9,5].

Estudos in vivo tém mostrado que a suplementacao de nucleotideos na dieta pode variar entre 0,05% e
0,2% para espécies como a tilapia (Oreochromis niloticus), resultando em melhorias na imunidade,
crescimento e saude intestinal [9]. Em contraste, estudos in vitro sugerem uma resposta dependente da
concentragdo e da interacdo entre o tipo de nucleotideo utilizado e a microbiota nativa de cada espécie [5].

Assim, ¢ essencial considerar as necessidades nutricionais especificas de cada organismo aquatico ¢ a

dinamica do sistema de cultivo ao determinar a dosagem ideal.

Entre as fontes disponiveis no mercado, o RNA de levedura se destaca como uma fonte natural e rica
em nucleotideos, especialmente proveniente da Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura tem sido
amplamente estudada por seus beneficios a saude intestinal e a modulagdo imunoldgica em animais
aquaticos [10]. A utiliza¢ao de levedura como fonte de nucleotideos oferece vantagens adicionais, como a
presenca de componentes bioativos, incluindo B-glucanos e mananoligossacarideos, que sdo reconhecidos
por seus efeitos prebidticos e imunomoduladores [11]. Um estudo conduzido por [12] demonstrou que a
suplementag¢do de Saccharomyces cerevisiae em dietas de tilapias resultou em melhorias significativas nos
parametros de crescimento, na integridade da barreira intestinal e na resposta imunoldgica dos peixes. O
estudo observou um aumento na populagdo de bactérias benéficas no intestino, como Lactobacillus spp., €
uma reducdo na colonizacao de patégenos, como Aeromonas spp., sugerindo um efeito prebidtico direto. Por
outro lado, a suplementagdo com nucleotideos livres oferece uma biodisponibilidade mais rapida e eficiente,
especialmente em situagdes de desafio, como infec¢des bacterianas ou parasitarias [13]. Um estudo recente
indica que a suplementacdo com nucleotideos livres pode melhorar a integridade da barreira intestinal,
reduzir a permeabilidade intestinal e aumentar a resisténcia as doencas [14]. Assim, a combinacdo de RNA
de levedura e nucleotideos livres emerge como uma estratégia promissora para otimizar a saide e o

desempenho de organismos aquaticos em sistemas de aquicultura.

Embora os beneficios da suplementacdo de nucleotideos na satde dos peixes sejam reconhecidos, os
mecanismos pelos quais esses compostos atuam ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, representando uma
lacuna significativa no conhecimento atual [15,16]. Com a intensificagdo da aquicultura e os desafios
sanitarios associados, torna-se possivel aprofundar a compreensdo desses mecanismos para desenvolver

dietas mais eficazes e sustentdveis. Alguns autores sugerem que os nucleotideos podem melhorar a
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digestibilidade e a eficiéncia alimentar, mas a traducdo desses efeitos para um melhor desempenho

zootécnico e maior resiliéncia contra patdgenos requer mais investigagoes [17—-19].

Desta forma, fica claro que, apesar de haver uma quantidade relativamente grande de estudos com
peixes, ainda pouco se conhece sobre 0os mecanismos em que os nucleotideos atuam sobre a resposta imune,
saude intestinal e crescimento dos peixes, sendo necessarios estudos adicionais. Com isso, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos de duas fontes de nucleotideos dietéticos sobre o crescimento, a

resposta imune e o aproveitamento dos alimentos.

2. Material e Método

O experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa em Aquicultura (LAPAQ) da Universidade
Federal de Jatai- UFJ. Todas as atividades com os animais seguiram os protocolos de boas praticas de
manutengdo e manejo de peixes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
sendo aprovado pelo comité de ética do uso de animais da Universidade Federal de Jatai (CEUA-UFIJ)
(protocolo n.° 010/23).

Dieta experimental

Uma dieta a base de ingredientes vegetais foi formulada como controle e em seguida foi suplementada
com dois tipos de nucleotideos: Biotide Extra (Yeast RNA) e Biotide Max (15% free Nuc) conforme
recomendacdo do fabricante. As ragdes experimentais foram formuladas de modo a se apresentarem
isoenergéticas, isofibrosas e isoprotéicas e atendendo as exigéncias nutricionais para a espécie [20][21]
(Tabela 1). Para o preparo das ragdes, todos os ingredientes foram moidos, pesados e homogeneizados .
Apbs esse processo foi adicionado agua a 55,0°C e a mistura foi extrusada em extrusora laboratorial para
produzir péletes condizentes com o tamanho da boca dos animais. Posteriormente, foram secos em estufa de

circulagdo forcada de ar a 55,0°C por 24 horas, sendo em seguida armazenados em freezer a -18 °C até sua

utilizagdo.
Biotide Max
Biotide Extra (15% free Nuc)
Ingredientes (%) Controle (Yeast RNA)
SOY 60% 23,30 23,30 23,30
Biotide Extra 0,20
Biotide Max 0,20
Farelo de soja 25,20 25,20 25,20
Gluaten de Milho 6,00 6,00 6,00
Fuba Milho 17,38 17,38 17,38

Farinha de visceras de Frango 8,00 8,00 8,00
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Quirera Arroz 14,10 14,10 14,10
Caulim 0,63 0,43 0,43
DL — Metionina 0,12 0,12 0,12
Fosfato bicalcico 2,40 2,40 2,40
Oleo Soja 1,70 1,70 1,70
Colina HCI 0,10 0,10 0,10
Vit C 0,05 0,05 0,05
Sal comum 0,40 0,40 0,40
Premix vitam/min 0,60 0,60 0,60
BHT 0,02 0,02 0,02

Composigdo quimica(%MS)

Energia Dig 3260,07 3265,59 3266,26
Proteina Dig 32,13 32,22 32,23
Prot Bruta 34,98 35,08 35,08
Fibra Bruta 3,01 3,01 3,01
Extrato Etéreo 4,04 4,04 4,05

1 Niveis de garantia do Suplemento (IU ou mg kg™ dieta):: acido folico 600 mg, biotina 24 mg, cloreto de colina 54 g, niacina 12.000 mg, pantotenato de calcio
6.000 mg, vit. 600.000 UI, vit. Bl 2.400 mg, vit. B12 2.400 mg, vit. B2 2.400 mg, vit. B6 2.400 mg, vit. C 24g, vit. D3 100.000 UI, vit. E 6000 mg, vit. K3 1200
mg.Cobalto 1 mg cobre 300 mg, ferro 5000 mg, iodo 10 mg, magnésio 2000 mg, selénio 10 mg e zinco 3000 mg. (Guabi nutri¢do animal Ltda).

2 Antioxidante: hidroxitolueno butilado.

Delineamento Experimental
A pesquisa foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos e quatro

repetigdes, totalizando 12 unidades experimentais, onde foram alojados 15 juvenis de tildpia de 100g (+5g),
totalizando 180 animais. Foi considerado uma unidade experimental um aquario de polietileno com
capacidade de 1000L, conectado a um sistema de recirculacdo de agua com controle de temperatura, filtro
ultravioleta e filtro fisico e bioldgico.

Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia (das 8 as 17 horas) durante toda a fase experimental,
sendo que em cada horario de alimentagdo a dieta foi oferecida trés vezes objetivando a saciedade dos
animais. O periodo experimental teve a duracdo de 60 dias. Semanalmente foram efetuadas andlises
fisico-quimicas da 4gua, com determinagao do oxigénio dissolvido, compostos nitrogenados, temperatura e
pH. As ragdes foram pesadas diariamente e os peixes pesados mensalmente para determinagao do ganho de
peso individual, taxa de sobrevivéncia, taxa de crescimento especifico, consumo médio de racao e conversao

alimentar.

Coleta de amostras
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As coletas de material biologico foram realizadas no 60° e 64° dias de experimento. Para isso, os
animais foram insensibilizados com solu¢do alcodlica de Benzocaina (0,8g de anestésico / 8L de dgua) em
todos os procedimentos realizados. O sangue foi coletado através da punc¢ao do vaso caudal utilizando
seringas banhadas com anticoagulante (heparina a 3%) e sem anticoagulantes. O sangue sem anticoagulante
foi deixado em temperatura ambiente por 1h e depois centrifugado a 5000 rpm por 5 min e o sobrenadante
coletado e armazenado em freezer -80 °C até a realizagdo das analises, enquanto o sangue com
anticoagulante foi utilizado para determinacdo dos parametros hematologicos. O muco foi coletado apos
banho dos animais por 30 segundos em solugdo salina 0,5% (5g/ L de 4gua), com o objetivo de estimular a
liberagdo de muco. O muco foi raspado utilizando um espalhador de células e transferido para placas de
petri. O muco foi entdo transferido para tubos Falcon de 15 mL e diluido em mesma quantidade de PBS
estéril. Posteriormente as amostras de muco foram centrifugadas a 2500 rpm por dez minutos. O
sobrenadante foi entdo coletado, transferido para eppendorfs de 0,6 ml e armazenado em freezer -80 °C até a

realizacdo das andlises.
Desafio com LPS

Apo6s 60 dias de alimentagdo com as dietas experimentais, um grupo de animais (doze por tratamento)
foi desafiado imunologicamente via aplicacdo intraperitoneal com solu¢do salina contendo
lipopolissacarideo (LPS), extraido da parede celular de Pseudomonas aeruginosa (0,7 mg/kg-1). Em outro
grupo de peixes (doze por tratamento) foi injetado tampao fosfato-salino (PBS) como controle negativo.
Estes animais foram mantidos por mais quatro dias seguindo os mesmos protocolos experimentais € no 64°
dia foram coletadas amostras para avaliagdo dos pardmetros do sistema imune. Este procedimento foi
adaptado de [22], de forma a reduzir o nimero e o estresse aos animais quando submetidos a infec¢des

experimentais com agentes patogénicos.

Pardametros hematologicos

A contagem de eritrocitos foi realizada pelo método do hemocitdmetro em cdmara de Neubauer,
utilizando-se o azul de toluidina a 0,01% diluido em solucao de Ringer 0.9%, na propor¢ao 2:400 de acordo
com a metodologia adaptada de [23]. A taxa de hemoglobina foi determinada pelo método de
cianometahemoglobina utilizando-se kit comercial (Labtest®) de determinacdo fotocolorimétrica, baseado
no método de [24]. A determinag@o do percentual de hematdcrito foi realizada por meio de uma centrifuga

para microhematocrito, operada a 8000 rpm por cinco minutos, seguindo a metodologia adaptada de [25].

Parametros fisiologicos
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A determinacdo da proteina total e albumina foram realizadas utilizando-se kit comercial (Labtest®)
com determinagdo fotocolorimétrica através do método do biureto e verde de bromocresol, respectivamente.
O método foi adaptado para microplacas e as leituras foram realizadas em uma leitora de microplacas a 545

nm para a proteina total e 630 nm para a albumina.
Pardametros imunolégicos
Atividade da lisozima

A atividade da lisozima do soro e do muco foi determinada de acordo com [26] modificado para o uso
com soro e muco de tilapia. O método se baseia na mudanga da absorbéancia causada pela lise da suspensao
de Micrococcus lysodeikticus apos incubagdo, utilizando lisozima de ovos brancos de galinha (Sigma
Aldrich- L6876) como padrao, sendo a concentragdo de lisozima expressa em pg/mL. Cinco pL de soro ou
muco foram pipetados em triplicata e misturados a 250 pL de suspensdo de M. [lysodeikticus
(Sigma-Aldrich- M 3770), em microplacas de 96 pogos e absorbancia foi lida a 450 nm no tempo 0 minutos.
A mistura entdo foi incubada a 37°C durante 20 minutos. Apos a incubagdo a leitura da amostra foi realizada

novamente.
Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase foi determinada no soro dos peixes, de acordo com [27]. Em microplacas de 96
pogos, foram pipetados 100 pL de solucdo salina de Hank sem Ca e Mg (HBSS), 20 uLL de amostra de soro,
35 uL de solugdo 20 mM de TMB (tetrametilbenzidina— SIGMA T 2885) e 35 uL de solugdo 5 mM de
H202. Em seguida a mistura foi incubada por 2 min em temperatura ambiente. Apds incubagdo, as placas
foram centrifugadas a 200xg, e o sobrenadante removido para nova microplaca. A taxa de hemdlise foi
avaliada espectrofotometricamente a 450 nm e convertida a porcentagem de hemolise com base nos

controles com agua destilada.
Imunoglobulina total

A concentragdo de imunoglobulina total foi determinada a partir da diferenga entre os valores do
contetido de proteinas totais ndo tratados e tratados com PEG 12% (Sigma) utilizando-se kit comercial

(Labtest®). Os resultados das amostras foram expressos em mg/mL [28].

Atividade hemolitica da via alternativa do complemento
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A atividade da via alternativa do complemento foi determinada de acordo com o método [29].
Resumidamente, eritrocitos de ovelhas em solucdo Alsever foram adicionados ao soro de tilapia previamente
diluido em série em solugdo resfriada de tampao fosfato (PBS+) (0.85% PBS, 0.1% gelatina, 0.15 mM
CaCl2, 0.5 mM MgCl2) em microplacas com pocos de fundo concavo. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 1 h. Apo6s incubacdo, as placas foram centrifugadas a 200xg, e o sobrenadante
removido para nova microplaca. A taxa de hemolise foi avaliada espectrofotometricamente a 450 nm e
convertida a porcentagem de hemolise com base nos controles com agua destilada. O ponto de 50% de lise

foi calculado por meio de regressao linear e cada amostra de soro foi expressa como log da diluigao.
Atividades das enzimas digestivas

Para a determinacdo da atividade das enzimas digestivas, o intestino de dois peixes por unidade
experimental foi coletado e dividido em trés por¢des de tamanho semelhante: proximal, medial e distal.
Amostras dos intestinos dos peixes foram processadas individualmente e homogeneizadas em 1 mL de
tampao fosfato pH 7. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 12.000 x g, a 4 °C.
Posteriormente, os extratos enzimaticos brutos (sobrenadantes) foram armazenados a -20 °C até a analise

das atividades de amilase e protease.

A atividade da amilase foi baseada na deteccdo de grupos redutores de carboidratos com acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) [32]. Como substrato, foi utilizado uma solu¢do de amido a 2% em tampao de
acetato de sddio (100 mM, pH 6,5) [33]. Para as reagdes, 25 pul do extrato enzimatico foram misturados com
25 pL do substrato (1:1, v/v). As amostras foram incubadas em banho-maria a 30 °C por 1 h, sendo que a
reagdo foi interrompida a cada 15 min, adicionando-se 100 uL de DNS. Apds a reagdo ser interrompida, os
tubos foram aquecidos a 100 °C por 5 min, adicionados 100 puL de 4gua destilada e a absorbancia lida [32].A
atividade especifica, expressa em unidades de atividade enzimética por miligrama de proteina (U/mg), foi
calculada de acordo com a seguinte formula: Atividade Especifica (U/mg)=AAbsxVtotal / exIxV
amostrax[proteina], AAbs ¢ a diferenca de absorbancia medida a 540 nm apdés a adicdo do DNS,
V_{\text{total}} ¢ o volume total da solucdo da amostra enzimatica (em mL), € ¢ o coeficiente de extingdo
molar para o DNS (geralmente em torno de 181 mmol/L cm), I é o comprimento do caminho 6ptico da
cubeta (em cm, geralmente 1 cm), V_ {\text{amostra}} ¢ o volume da amostra enzimatica utilizada (em mL),

[\text{proteina}] ¢ a concentracdo de proteina na amostra (em mg/mL).

Para determinacdo da atividade da protease, foi pipetado em microplacas de 96 pogos 10 pL dos
extratos enzimaticos com 50 uL de solu¢do de caseina a 1% dissolvida em tampao fosfato pH 7 e incubada a

30°C. Apos a incubacao, foi adicionado 100 pL de acido tricloroacético (TCA), e em seguida foi
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adicionado 100 pL de carbonato de sddio (Na,CO;) para parar a reacdo e adicionado 40 pL de folin [34]. A
absorbancia foi registrada a 650nm. Atividade enzimatica (U)=AAbsxVtotal/exIxtxVamostra,AAbs:
Diferenca de absorbancia lida a 650 nm (apos subtracao do branco),V {\text{total}}: Volume total da
mistura de reacdo (em mL), & Coeficiente de extingdo molar (relacionado a rea¢do de Folin com tirosina,
aproximadamente 1.10 x 104 M”-1 cm”-1), I: Comprimento do caminho Optico da cubeta (em cm,
geralmente 1 cm), t: Tempo de incubacdo (em minutos ou segundos),V {\text{amostra}}: Volume da

amostra enzimatica (em mL).

Resposta in vitro de leucdcitos de tilapia do Nilo a suplementacdo de nucleotideos livres comerciais
Isolamento de leucocitos renais

Para a avaliacdo da resposta in vitro de leucocitos de tilapia do Nilo foram utilizados 12 animais do
grupo controle. Os leucdcitos renais das tildpias foram isolados e utilizados para o experimento in vitro.
Ap6s eutanasia dos 12 animais por aprofundamento do plano anestésico, o rim cranial foi dissecado e em
seguida os leucocitos foram isolados conforme relatado por [30] com pequenas modificagdes.
Resumidamente, as amostras de rim cefalico dos animais foram homogeneizadas com meio RPMI com 2%
SBF (soro bovino fetal). O homogeneizado foi passado por filtro estéril de 100-um e a suspensao celular
resultante foi completada com tampao fosfato salino estéril gelado e centrifugado 200 % g por 10 min a 4°C.
Foi adicionado solugdo de lise de hemacias 2,01g de cloreto de amoénia, 0,25g de bicarbonato de potassio e
0,01g de EDTA dissédico e pipeta 2ml da solucao incubada por 5 minutos. Em seguida foi centrifugado a
200 x g por 10 min a 4°C e logo ap6s, lavado com tampao fosfato salino estéril gelado. As células isoladas
foram colocadas em um gradiente de Percoll (51% v/v) e centrifugadas a 400 x g por 25 min a 4°C. A
camada de células aglomeradas no meio do tubo resultante da centrifugagao foi coletada e lavada duas vezes
com tampao fosfato salino gelado a 200 x g por 10 min. A contagem de leucdcitos foi feita utilizando
hemocitometro, e a viabilidade avaliada pela coloracio com azul de Trypan e usado apenas quando a
sobrevida celular foi superior a 95%. A suspensdo de células foi ajustada para 2 x 10"7 células mL—1 em
RPMI com 0,1% SBF e 100 pl de suspensao de leucocitos foram pipeta em microplaca estéril de 96 pogos
de fundo chato. As microplacas foram incubadas a 27 © C durante 2 h para permitir a adesao das células. O
meio de cultura primdrio foi entdo removido e substituido por um grupo com 100 ul de PBS e outro grupo
foi adicionado 100 pl de uma solucdo de nucleotideos Extra 2g/L diluido em solugdo PBS. As microplacas
foram incubadas a 27 °C por 24 h. Em seguida, foi realizado o desafio com 100 pug/mL de LPS onde um
grupo foi adicionado 100 pl de LPS e outro grupo controle com 100 pl PBS. Apds o periodo de incubagao,

48 pogos contendo leucocitos isolados foram utilizados. Desses, um grupo de 12 pogos recebeu uma solugao
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de nucleotideo, enquanto outro grupo foi tratado com a mesma solu¢do em combinagdo com um desafio de
LPS.O terceiro grupo foi composto por uma solu¢do de PBS e o outro com PBS e desafio. As microplacas

foram incubadas novamente por 24 h até a realizagdo das analises de Mieloperoxidase (MPO) e NBT.

NBT

Apds o periodo de incubagdo, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e descartados.
Posteriormente, na mesma microplaca, adicionou-se uma solu¢cdo de PBS contendo NBT (catalogo #N6876,
Sigma Aldrich) a 0,1%, a qual foi distribuida em 12 pogos replicados. A placa foi incubada em temperatura
ambiente por 45 minutos. Em seguida, os leucocitos foram lavados duas vezes com metanol absoluto
(100%) e fixados com metanol a 70%. Apos essa etapa, foram adicionados 120 pul de KOH a 2 M e 140 pul
de dimetilsulfoxido (DMSO, catalogo #D8418, Sigma Aldrich) aos pocos. As solucdes de cor azul-turquesa
resultantes foram entdo ressuspensas e os valores de absorbancia foram medidos utilizando uma leitora de

placas a 620 nm.
Mieloperoxidase (MPO)

Apo6s o periodo de incubagdo, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e descartados. Em
seguida, os leucocitos foram lisados na propria microplaca utilizando 50 pL. de uma solucdo de Tween 80 a
0,2%. Apos essa etapa, o sobrenadante foi retirado para a determinagdo da atividade de mieloperoxidase. Na
mesma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 100 pL de solucdo salina de Hank sem calcio e
magnésio (HBSS), 35 puL de solugdo de tetrametilbenzidina (TMB) a 20 mM (SIGMA T 2885) e 35 uL de
solucao de peroxido de hidrogénio (H:0:2) a 5 mM. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 2
minutos. Para interromper a reacdo, foram adicionados 35 pL de H:SO: a 4 M, e a absorbancia foi medida a

450 nm, conforme descrito por [31].

Ensaio de Digestibilidade

Foram distribuidos 72 peixes aleatoriamente em 9 aquarios de 500L para determinar o efeito da
suplementac¢do de diferentes fontes de nucleotideos sobre os coeficientes de digestibilidade aparente da
proteina (PB) sobre a resposta dos nucleotideos. Esse conjunto de aquarios foi utilizado para o procedimento
de alimentacao dos peixes, estando conectados a um sistema de recirculagdo de agua com filtro mecanico
bioldgico. Os animais passaram por um periodo de adaptacao de 7 dias, sendo realizados 3 alimentagdes por
dia (8hr, 12hr e 17hr) até atingir a saciedade aparente. Apds esse periodo, os animais eram transferidos para

os aquarios de coleta de fezes apds 30 minutos da ultima alimentacdo. Trés aquarios de 300L de forma
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conica com sistema de registro na parte inferior foram utilizados para a coleta das fezes por sedimentagao

(sistema de Guelph adaptado).

Cada rodada de coleta era composta por um grupo de 9 peixes de cada tratamento, onde os animais
eram transferidos dos aquérios de alimentagdo para o aquério de coleta as 17:30 horas permanecendo até as
7hr do dia seguinte, sendo devolvidos para seus respectivos aquarios de alimenta¢dao. Os aqudrios de coleta
eram providos de sistema de aeracdo externa por um compressor de ar e sempre apos as coletas os tanques
eram esvaziados, lavados com agua corrente e sua agua trocada para evitar possivel contaminacgdo. Esse
processo foi repetido por nove vezes até obter a quantidade de fezes necessédrias para a realizacdo das
analises. Os parametros de qualidade de agua (oxigénio dissolvido, amdnia, nitrito e pH) foram avaliados
semanalmente, sendo utilizados testes colorimétricos da Alcon Labcon, seguindo a recomendacdao do
fabricante. Foi utilizado termometro de bulbo de mercurio para aferir a temperatura do sistema. Durante o
periodo experimental, o oxigénio dissolvido foi superior a 8mg/L, a amoénia total 0,25mg/L, o nitrito
variando entre 0,0 e 0,25 mg/L, pH 6,8 - 7,2 e a temperatura 26,1 a 27,8°C. Todos os parametros foram

mantidos dentro da zona de conforto da espécie.

Ap6s as coletas, as fezes eram centrifugadas e desidratadas em estufa com ventilagdo forcada
(55,0°C/48 horas), moidas e armazenadas a —20,0°C. O coeficiente de digestibilidade aparente das dietas foi
calculado com base na seguinte formula [35]: CDA(r)=100-[100 (%Cr2031/%Cr203f) x (%N{/%Nr)] Em
que: CDA = Coeficiente de digestibilidade aparente; Cr203r = % de 6xido de cromio-III na ragdo; Cr203f =

% de oxido de cromio-II nas fezes; Nr = Nutrientes na ra¢ao; Nf = Nutrientes nas fezes.
Andlises Bromatoldgicas

As analises da composi¢do das ragdes e carcaga foram realizadas conforme a metodologia padrao da
AOAC [36]. As amostras das ragdes e carcaga foram secas em estufa de secagem a 105°C por 16 hr para
determinar a matéria seca (MS), posteriormente foram levadas em forno mufla a 600°C por 4hr para
determinar a matéria mineral (MM). O teor de lipideos (EE) foi determinado por extracdo utilizando éter de
petroleo e extrator Soxhlet. A proteina (PB) foi determinada pela medida de nitrogénio (N x 6,25) usando o
método de Kjeldahl. A concentracdo de fosforo das ragdes e fezes foi avaliada pelo método colorimétrico
utilizando o reagente vanado-molibdato. O 6xido crémico foi determinado de acordo com Bremer Neto et al.

[37].

Andlise estatistica
Os dados foram avaliados para normalidade e homogeneidade da variancia a partir do teste de

Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para andlise crescimento, hematologica, imunoldgicas,
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composi¢do de carcaga e digestibilidade, foi utilizado um esquema fatorial do tipo 3 x 3, onde os
nucleotideos foram considerados como fator 1 e os trés pontos de coleta (antes do desafio, desafio com LPS
e peixes injetados com solucdo salina) como fator 2. Ja para andlise do ensaio in vitro foi utilizado um
esquema fatorial do tipo 2 x 2, onde os nucleotideos foram considerados como fator 1 e o desafio com LPS
como fator 2. Os dados foram entdo analisados utilizando o procedimento GLM. O nivel de significancia
utilizado foi de 5% (P<0.05). Todas as analises dos dados e a preparacao dos graficos foram realizadas no

software GraphPad (Prism Group).
3. Resultados

3.1 Efeito da suplementagdo de diferentes fontes de nucleotideos sobre o crescimento, fisiologia, resposta

imune e composicdo da carcacga de tilapias

A suplementagdo dietética com nucleotideos ndo teve impacto significativo (p>0,05) nas varidveis de

crescimento de juvenis de tilapias do Nilo (tabela 2).

Tabela 2. Ganho de peso médio (GPi), conversdao alimentar (CA), peso final (PF), taxa de
sobrevivéncia (TS), taxa de crescimento especifico (TCE) e consumo de racao individual (CRi) de juvenis

de tilapia do Nilo alimentados com diferentes fontes de nucleotideos na dieta.

Nucleotideos
Variaveis Controle (gi;; i?rzg/ll\?zc) }(S\i(zgie}fﬁgi Valor de P
PF 230,22+12,75 228,66+66,1 223,50+10,3 0,7318
CA 0,83+0,03 0,87+0,05 0,86+0,25 0,4259
Cri 107,94+5,94 106,50+31,20 109,25+3,17 0,7828
Gpi 130,11+6,44 124,11+36,34 125,92+7,64 0,5199
TS 81,25+11,41 84,38+25,02 79,69+7,86 0,7724
TCE 1,39+0,12 1,31+0,38 1,39+0,12 0,4979

mValores expressos como média + desvio padrdo.

Os valores de hematdcrito e eritrocito ndo foram influenciados pelas fontes de nucleotideos das dietas
(Figura la e c, p>0.05). Os peixes alimentados com Max tiveram valores reduzidos de hemoglobina antes do
desafio (Baseline) e PBS quando comparados ao controle e Extra (p<0,05). O mesmo comportamento foi
observado para Max do grupo desafio e PBS e ndo foram observadas influéncias dos nucleotideos na dieta

para os demais grupos e tratamentos (Figura 1b, p<0.05).
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Figura 1 - Hematocrito (a), Hemoglobina (b) e N° de eritrocitos (¢) de juvenis de tilapias alimentados com dietas contendo
dois tipos de nucleotideos e submetidas ao desafio experimental com LPS. Letras diferentes sobre as barras comparam os
momentos baseline, desafio e PBS pelo teste de Tukey em cada grupo experimental (P<0,05).

A suplementacdo de diferentes fontes de nucleotideos nao influenciou as concentragdes séricas de
proteina e albumina (p>0.05) de tildpias do Nilo. Apenas os grupos alimentados com Max apresentaram

concentragdes de proteina e albumina séricas maiores apos o desafio com LPS (figura 2 a e b, p<0.05).
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Figura 2 — Proteina total (a) ¢ Albumina (b) de juvenis de tilapias alimentados com dietas contendo dois tipos de nucleotideos e
submetidas ao desafio experimental com LPS. Letras diferentes sobre as barras comparam os momentos baseline, desafio e PBS pelo
teste de Tukey em cada grupo experimental (P<0,05).

A atividade da via alternativa do complemento ¢ a atividade da MPO sérica ndo foram afetados pelas
diferentes fontes de nucleotideos (P>0,05) e também ndo foram observados efeitos significativos do desafio

experimental com LPS sobre essas varidveis (figura 3¢ e d, p<0.05).

O nucleotideo nas dietas influenciou a atividade de lisozima no soro, sendo que o tratamento Max
demonstrou um aumento significativo nos niveis de lisozima. Apos o tratamento com PBS, o grupo Max
manteve niveis elevados de lisozima, enquanto o grupo Controle exibiu uma redugao significativa nos niveis
de lisozima (Figura 3a, p<0.05). As dietas controle apresentaram uma diferenca significativa (P<0,05) nos
niveis de lisozima no muco entre os momentos baseline e desafio, ja os grupos desafio e PBS foram

influenciados pelo tratamento Extra.

Nao foram observadas diferencas nas concentracdes de imunoglobulina entre os grupos e tratamentos

(p > 0,05). No entanto, o grupo Max apresentou uma diferenca significativa entre os momentos de desafio e
PBS (Figura 3e, p<0.05).
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Figura 3 — Atividade da lisozima sérica (a), e no muco (b), atividade da MPO (c), atividade da via alternativa do complemento (d),
e Imunoglobulina (e) de juvenis de tilapias alimentados com dietas contendo dois tipos de nucleotideos submetidas ao desafio

experimental com LPS. Letras maitsculas diferentes sobre as barras comparam os momentos baseline, desafio e PBS pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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Nao foi observada diferencga entre os tratamentos com nucleotideos e dieta controle para MM, MS, PB

e EE da analise bromatologica da carcaca (Figura 4a, p<0.05).

Tabela 3. Composicdo da carcaca de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com diferentes fontes de

nucleotideos na dieta.

Tratamento Matéria Seca (%) Proteina Bruta (%) (MS) Matéria Mineral (%) EE (%)
Controle 18,5+ 1,5 70,5+2,5 2,0+£0,2 22,0+2,0
Biotide Extra 20,0 2,0 75,0+ 3,0 1,8+0,3 18,0+ 1,5
(Yeast RNA)

Biotide Max 21,0£2,1 68,0+2,8 22+04 17,5+ 1,8
(15%free Nuc)
Valor de P 0,1417 0,0928 0,2341 0,6960

Valores expressos como média + desvio padrao.

3.2 Efeito da suplementacdo de diferentes fontes de nucleotideos sobre a digestibilidade dos nutrientes e

atividade de enzimas digestivas para tilapia

A atividade da amilase intestinal apresentou diferenga significativa (P<0,05) no grupo Controle entre
as diferentes porgdes do intestino, com redugdo da atividade nas por¢des medial e distal (Figura 4a, P<0,05).
Em relacdo a atividade da protease intestinal, houve uma diferenga estatisticamente significativa (P<0,05)
com a suplementacdo de Max, apresentando maior atividade na por¢do proximal em comparacdo a média,
onde ocorreu uma reducdo. Além disso, o tratamento com Extra também apresentou uma diferenca

estatisticamente significativa entre as por¢oes medial e distal.
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Figura 4 — Atividade da amilase (AA) (a) e protease (AP) intestinais de juvenis de tilapias alimentados com dietas contendo dois
tipos de nucleotideos. Letras maitsculas diferentes sobre as barras comparam as porgdes do intestino pelo teste de Tukey (P<0,05).

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos com nucleotideos e dieta
controle para CDA PB (Figura 6a).
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Figura 6-CDA PB (a) de juvenis de tilapias alimentados com dietas contendo dois tipos de nucleotideos. Letras diferentes sobre as
barras comparam os dois nucleotideos pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.3 Efeito in vitro da suplementacio de nucleotideos livres comerciais sobre a funcgdo de leucdcitos

renais.

Para o teste de NBT foi observada diferenga estatisticamente significativa (P<0,05) entre os momentos
controle e o tratamento com nucleotideo Extra, com aumento nos valores de NBT apds a exposi¢ao ao
nucleotideo. Ndo foram observadas diferengas significativas entre os momentos PBS e LPS (Figura 7a,
P>0,05).Na MPO nao houve diferenca estatisticamente (p > 0,05) entre os momentos e os grupos (Figura 7b,

p<0.05).
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Figura 6 — NBT(a) e MPO (b) em resposta a suplementac@o de nucleotideo submetido ao desafio experimental com LPS. Letras
diferentes dentro das barras comparam os momentos sem suplementagéo e com suplementagdo pelo teste de Tukey (P<0,05).

4. Discussao

A avaliagdo hematoldgica ¢ crucial para determinar o estado nutricional, avaliar a toxicidade e
compreender o impacto no sistema circulatério de organismos aquaticos [38]. No presente estudo, apds 60
dias de alimentacdo e o desafio subsequente, ndo foram observadas alteracdes significativas na contagem de
eritrocitos € no hematdcrito, com todos os valores permanecendo dentro da faixa normal para a espécie [39].
Porém, peixes do grupo suplementado com nucleotideos yeast RNA apresentaram valores reduzidos de
hemoglobina. Essa redu¢do pode estar relacionada ao impacto dos nucleotideos na absor¢do e metabolismo
de nutrientes. Nucleotideos podem afetar a integridade da mucosa intestinal e a atividade enzimatica,
prejudicando a absor¢do de micronutrientes essenciais, como o ferro, necessarios para a sintese de
hemoglobina [40]. Além disso, as alteracdes na microbiota intestinal decorrentes da suplementagdo podem
reduzir ainda mais a disponibilidade desses nutrientes criticos [41], explicando, assim, a diminui¢do dos

niveis de hemoglobina observada nos peixes suplementados.

A elevagdo dos niveis de proteinas totais e albumina em peixes suplementados com nucleotideos,
especialmente ap6s o desafio com LPS, pode ser explicada pelos mecanismos imunomoduladores dos
nucleotideos. Em situagdes de estresse imunoldgico, como a exposi¢cdo ao LPS, ocorre a ativagdo do sistema
imune inato, que aumenta a demanda por proteinas como a albumina, para conter o processo inflamatorio e
reparar tecidos [42]. Os nucleotideos exdgenos auxiliam nesse processo por serem precursores da sintese de
acidos nucleicos, acelerando a proliferagdo de células imune, como macrofagos e linfocitos, que produzem
citocinas responsaveis por regular a inflamacdo e aumentar a produgdo de proteinas séricas [43]. Estudo
mostra que a suplementagdo de nucleotideos melhora a integridade da barreira intestinal, a absor¢ao de
nutrientes e a regeneragao de tecidos lesados, como observado em tilapias apds desafios imunoldgicos, o que

favorece a elevacao de proteinas plasmaticas como a albumina [44]. Além disso, nucleotideos aumentam a
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producdo de ATP, essencial para a sintese proteica, ajudando a sustentar o aumento de proteinas totais e
albumina em resposta ao estresse inflamatorio [45]. Isso sugere que a suplementacdo com nucleotideos
exerce um efeito imunoprotetor e acelerador da recuperacao, especialmente quando os peixes sao expostos a
desafios imunologicos severos. No presente estudo, apds 60 dias de suplementacdo, os niveis de proteinas
totais ¢ albumina estavam dentro da faixa normal para a espécie [39], mas teve um aumento ap6s o desafio
com LPS. Isso apoia a hipdtese de que os nucleotideos exdgenos sao particularmente eficazes em condigdes

de desafio imunologico, ajudando a restaurar a homeostase e a melhorar a resposta imune inata [38,44].

Os peixes possuem um sistema imunoldgico inato, que inclui a primeira linha de defesa contra
patdgenos. Este sistema ¢ caracterizado pela presenca da lisozima, uma enzima antibacteriana encontrada
em diversos tecidos, e pelo sistema complemento, que pode ser ativado por trés vias principais: a alternativa,
a das lectinas e a classica [46,47]. A lisozima, uma enzima antimicrobiana crucial para a defesa contra
patdgenos, pode servir como um biomarcador da resposta imune inata. No presente trabalho observamos que
no tratamento com nucleotideos livres houve um aumento significativo da atividade da lisozima sérica. Uma
hipdtese que a suplementagdo com nucleotideos pode influenciar na ativagao do sistema imunoldgico, como
também foi observado por [48], que revisaram a literatura e encontraram que a suplementagdo com
nucleotideos pode aumentar a produgdo de lisozima e melhorar a resposta imunologica em peixes. Além
disso, estudo como de [49] confirmaram essa hipdtese onde relataram que a inclusdo de nucleotideos na

dieta de peixes resultou em um aumento da atividade da lisozima e melhorou a resisténcia a patégenos.

A suplementacdo com nucleotideos livres neste estudo revelou uma diferenga significativa na
atividade da lisozima presente no muco, sugerindo que os nucleotideos dietéticos ndo apenas potencializam
a imunidade sistémica, mas também fortalecem as barreiras fisicas imunologicas nos peixes, essenciais para
a protecdo contra patogenos ambientais [42,43]. Além disso, estudos como os de [50] demonstraram que os
nucleotideos dietéticos podem reforcar a barreira mucosa, enquanto Tuan [51] observaram que a
suplementagao com nucleotideos resultou em uma maior producao de muco e uma melhor resposta imune

local, achados esses que confirmam os resultados do presente estudo.

O aumento mais pronunciado de imunoglobulinas no plasma do grupo alimentado com RNA de
leveduras apos o desafio sugere uma maior prontiddo imunoldgica desses peixes. As imunoglobulinas sao
proteinas cruciais na defesa contra patdgenos, atuando na neutralizacdo e eliminacdo de microrganismos
[52]. [53] investigaram o efeito da suplementacdo com nucleotideos na dieta de tilapias e observaram um
aumento significativo nos niveis de imunoglobulinas no soro e¢ concluiram que os nucleotideos podem

fortalecer a resposta imune adaptativa [54] também relataram resultados semelhantes em salmdes do
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Atlantico, onde a suplementacdo com nucleotideos resultou em um aumento nos niveis de imunoglobulinas,

indicando uma melhoria na capacidade dos peixes de responder a infecgoes.

A atividade de mieloperoxidase (MPO) nao mostrou diferencas significativas entre os grupos
experimentais. Embora a suplementagdao com nucleotideos possa influenciar a capacidade oxidativa geral
dos neutréfilos (conforme indicado pelos dados de NBT), essa modulagdo ndo se refletiu na atividade
especifica da MPO. A atividade de MPO pode ser influenciada por diversos fatores, incluindo o estado
maturacional dos neutréfilos e a presenga de diferentes estimulos inflamatorios [55]. A auséncia de alteracao
significativa na atividade de MPO pode indicar que os nucleotideos afetam outras vias de produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que ndo envolvem diretamente a MPO, ou que a modulagdo ocorre em

niveis que ndo impactam a atividade desta enzima de maneira mensuravel [56].

As atividades de amilase e protease intestinal nas diferentes por¢des do intestino de tilapias mostraram
variagOes significativas associadas ao tratamento dietético, sugerindo uma maior atividade enzimatica na
porcao proximal, onde a digestdo de carboidratos ¢ inicialmente mais intensa. De acordo com [57], a porgdo
proximal do intestino ¢ fundamental para a digestdo de carboidratos devido a presen¢a de uma alta
concentracdo de enzimas digestivas, como amilase, que catalisa a quebra de polissacarideos em agucares
simples. A maior atividade amilasica nesta regido ¢ consistente com a fun¢do primaria desta por¢dao do
intestino em iniciar o processo digestivo de carboidratos, facilitando a absor¢do eficiente dos produtos da
digestdao. Esses achados validam os resultados do presente estudo, que também demonstraram uma maior
atividade enzimatica na por¢do proximal do intestino das tildpias, destacando a importancia desta regiao

para a digestdo inicial de carboidratos.

A atividade de protease, por outro lado, apresentou variagdes significativas com a suplementacdo de
nucleotideos. Observou-se uma diminui¢ao na atividade de protease na por¢do medial do intestino em
comparac¢ao com a porcao proximal. Esse fenomeno pode ser atribuido a influéncia da suplementagdo com
nucleotideos sobre a expressdo e atividade das enzimas digestivas. Nucleotideos sdo conhecidos por
promoverem a renovagdo celular e a proliferagdo de enterdcitos, o que pode impactar a distribui¢do e a
atividade das enzimas digestivas ao longo do trato intestinal [58]. A diminui¢ao na atividade proteolitica na
por¢ao medial pode indicar uma adaptacao funcional onde os nucleotideos promovem uma modulagao da
producdo de enzimas digestivas, possivelmente em resposta a um aumento na capacidade de digestdo e

absorc¢ao na por¢ao proximal [59].

No presente estudo foram testados duas fontes de nucleotideos comerciais avaliando os parametros de

desempenho produtivo, hematologicos e imunoldgicos depois de 60 dias de alimentacdo e apds o desafio
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com LPS. Os resultados sugerem que o efeito dos nucleotideos exdgenos no crescimento dos peixes pode
variar, dependendo dos niveis de nucleotideos basais presentes nos ingredientes [60]. Esta auséncia de efeito
pode ser atribuida a diversos fatores. Primeiramente, a dieta basal pode ter sido suficientemente balanceada
para atender as necessidades nutricionais dos peixes, tornando a suplementagao adicional de nucleotideos
redundante [58]. Além disso, a dose e a forma dos nucleotideos utilizados podem ndo ter sido ideais para
maximizar os beneficios no crescimento, uma vez que a resposta aos nucleotideos ¢ frequentemente
dose-dependente [59] A interacdo entre nucleotideos e outros componentes da dieta também pode ter
influenciado a sua biodisponibilidade e eficacia [60]. Uma hipotese para esse achado € que os niveis de
nucleotideos enddgenos presentes na dieta base foram suficientes para sustentar o crescimento adequado dos

peixes, nao deixando margem para beneficios adicionais com a suplementacao.
5. Conclusao

Em conclusdo, os resultados deste estudo confirmam que a suplementacdo dietética com nucleotideos
exerce um papel relevante na modulagdo da resposta imunoldgica de tilapias, especialmente em situagdes de
desafio imunologico, como a exposi¢ao ao LPS. Foi observado que o uso de nucleotideos livres e derivados
de levedura pode aumentar os niveis de lisozima sérica € no muco, fortalecendo as defesas imunologicas
inatas. No entanto, a reducdo nos niveis de hemoglobina em peixes suplementados com RNA de levedura
sugere a necessidade de ajustes na formulagdo das dietas para evitar impactos adversos na saude dos peixes.
Apesar disso, a suplementagdo de nucleotideos demonstrou ser uma estratégia promissora para melhorar a
saude ¢ o desempenho dos peixes em sistemas de aquicultura intensiva. Estudos adicionais sao
recomendados para otimizar as dosagens e avaliar os efeitos a longo prazo em diferentes condigdes de

cultivo.
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