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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 25 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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CAPITULO 17

EFEITOS CITOHEMATOLOGICOS DA
SUPLEMENTAQAQ COM AGARICUS BRASILIENSIS
NA CRIACAO DE TILAPIAS DO NILO (OREOCHROMIS

Flavio Ferreira Silva

Programa de P6s-Graduacao em Biologia de
Vertebrados, Instituto de Biologia e Saude,
Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil.

Wiliam César Bento Regis

Programa de P6s-Graduacéao em Biologia de
Vertebrados, Instituto de Biologia e Saude,
Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil.

Programa de P6s-Graduacédo em Nutricao e
Saude, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil.

Programa de P6s-Graduacéo em Infectologia e
Medicina Tropical Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, Brasil

RESUMO: A criacdo de Tilapia do Nilo & um
dos tipos de piscicultura mais difundida em
todo o0 mundo e esta presente em todos os
continentes, neste tipo de criacdo, sistemas
intensivos caracterizados por serem ambientes
de alto risco e produtividade sdo amplamente
empregados, entretanto o estresse proveniente
desses sistemas levam a reducdo da taxa de
crescimento bem como supressao das funcdes
imune e reprodutiva dos peixes. O Cogumelo
Agaricus  brasiliensis  desperta  grande
interesse cientifico e econémico, devido a suas
propriedades imunoldgicas e antioxidantes,
podendo ser utilizado na piscicultura e

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2

NILOTICUS)

aquicultura. Dessa forma o objetivo desse
trabalho foi avaliar através de ensaio clinico os
efeitos da suplementacdo deste cogumelo em
ambientes de criacdo. Com base em nossos
achados, conclui-se que a suplementacéo com
0 cogumelo Agaricus brasiliensis é justificada
na piscicultura pela potencial atividade
imunomoduladora exercida e possivelmente
pelo seu efeito antioxidante.
PALAVRAS-CHAVE: Agaricus brasiliensis;
piscicultura; Tilapia; suplementagao.

CYTOHEMATOLOGICAL EFFECTS OF
SUPPLEMENTATION WITH AGARICUS
BRASILIENSIS IN THE BREEDING OF NILE
TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)

ABSTRACT: The breeding of Nile tilapia is one
of the most widespread types of fish farming
worldwide and is present in all continents,
in this type of creation, intensive systems
characterized by being high-risk environments
and productivity are widely Employees,
however, the stress from these systems leads to
areduction in growth rate as well as suppression
of fish immune and reproductive functions.
The Agaricus brasiliensis mushroom awakens
great scientific and economic interest due to its
immunological and antioxidant properties and
can be used in fish farming and aquaculture.
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Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of supplementation of this
mushroom in breeding environments through a clinical trial. Based on our findings, it is
concluded that supplementation with the mushroom Agaricus brasiliensis is justified in
fish farming due to the potential immunomodulating activity exerted and possibly by its
antioxidant effect.

KEYWORDS: Agaricus brasiliensis; fish farming; Tilapia; supplementation.

11 INTRODUCAO

A criacao de Tilapia do Nilo é um dos tipos de piscicultura mais difundida em
todo o mundo e esta presente em todos os continentes (FAO, 2019). Neste tipo
de criacdo, os sistemas de cultivo podem ser classificados em extensivo, semi-
intensivos e sistemas intensivos, como Raceway’s, que s&o caracterizados por serem
ambientes de alto risco e produtividade devido ao estresse causado pelas condi¢des
de criacdo (MANUAL TECNICO 21, 2012). Os fatores estressantes em peixes séo
comumente encontrados nestes sistemas de criacdo (HEIN, G.; BRIANESE, R.
H., 2004), eles podem ser fisicos, que sdo derivados de lesdes e manipulagdes,
ambientais que incluem temperatura, oxigénio dissolvido, compostos de nitrogénio,
salinidade, pH e social, relacionado a dominancia, apinhamento e agressividade
(TORT, 2011). O estresse agudo acontece em curto prazo e com alta intensidade,
ja no estresse crbénico a intensidade do estressor € baixa, mas persistente (TORT,
2011). O cortisol € o fator plasmatico preponderante no mecanismo de estresse
(OBA et al., 2009). Os principais efeitos bioquimicos desencadeados pelo estresse e
liberacao de cortisol em peixes sdo a alteracéo da regulacdo osmética e idnica (Silva
et al., 2012), reducao da mobilizacao de leucécitos e linfécitos circulantes (Oba et al.,
2009) e reducao da taxa de crescimento bem como supresséao das fungcdes imune
e reprodutiva (SHAW & TUME, 1992). Os leucécitos de teledsteos se diferenciam
nos subgrupos de leucécitos granulares, caracterizados por neutrofilos, basofilos,
leucocitos granulares PAS positivo e eosindfilos, e leucocitos nédo granulares
(monécitos e linfocitos) (LIESCHKE; TREDE, 2009). Os mondcitos sé&o os principais
produtores de citocinas, secretam radicais livres e ainda possuem a capacidade de
fagocitacédo (VALLEJO, Et al., 1992; ELLIS, 1999). Mas os leucécitos mais comuns
em teledsteos sao os linfécitos e, assim como em humanos, sdo responsaveis pela
resposta adaptativa se dividindo em células T e B, que se se diferenciam em linfécitos
T auxiliares e plasmocitos, respectivamente (SWAIN Et al., 2006). Os neutrofilos por
sua vez, sao as primeiras células envolvidas em inflamacao em tele6steos e também
desempenham papel de fagocitose (LIESCHKE; TREDE, 2009; MANNING, 1994).

Sendo assim, por reduzir a imunocompeténcia ao influenciar o niamero de
linfcitos e afetar a reproducéo pela alteracéo dos niveis e padroes de hormdnios
reprodutivos que influenciam a maturacdo (BARTON et al., 1991), é claramente
perceptivel porque o estresse € um dos principais fatores determinantes na
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piscicultura.

O Cogumelo Agaricus brasiliensis sempre foi relatado na literatura como
potente antioxidante e imunomodulador, e atualmente desperta grande interesse
cientifico e econémico, devido a suas propriedades bem documentadas (HETLAND,
2011), podendo ser utilizado na piscicultura e aquicultura para evitar problemas
sanitarios e uso excessivo de antibiéticos (BERNARDSHAW; JOHNSON; HETLAND,
2005). Tratando-se de parametros citohematologicos diretos, ndo € novidade que
a suplementacéo do cogumelo A. brasiliensis pode estimular respostas. Em 1998
ja era elucidado seus potenciais beneficios estimulando a producédo de linfocitos.
(MIZUNO et al., 1998). A suplementacdo deste cogumelo em condi¢des normais
também pode gerar um aumento do numero de eosindfilo e de macréfagos circulantes
(FANHANI et al., 2016.). Ainda, tratando-se da imunomodulagao promovida por este
cogumelo, o efeito estimulatério em monaocitos também é descrito como atividade de
fracOes isoladas do A.brasiliensis (HETLAND et al., 2008). Um unico estudo avaliou
a suplementacdo deste cogumelo em tilapias, entretanto, em um curto periodo
experimental, mas ainda assim Schalch et al. (2016) observou um aumento de
leucédcitos imaturos.

Tendo em vista a necessidade de se desenvolver tratamentos eficientes contra
os danos imunologicos gerados pelo estresse em peixes, 0 objetivo desse trabalho
foi avaliar os efeitos citohematologicos, de crescimento e de peso associados a
suplementagdo com o cogumelo Agaricus brasiliensis, em juvenis de tilapias do Nilo
em condi¢des normais e frente situacéo de estresse.

2| METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado na Pontificia Universidade Catélica de Minas
Gerais (PUC-Minas), sob registro de protocolo no. 029/2017 da Comiss&o de Etica
no Uso de Animais - CEUA PUC Minas. Foram utilizados 40 juvenis de Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), alojados em dois tanques circulares de 300 L na
densidade de 15 litros/peixe, em temperatura média de 27°+1.2 em um periodo
de foto-iluminacéo de 12 h:12 h luz / escuro e apds o periodo de aclimatacao, os
tratamentos experimentais foram diferentes para cada tanque, consistindo em uma
dieta controle composta por racao comercial e uma dieta experimental composta por
racao comercial enriquecida com 1% com Agaricus brasiliensis durante 90 dias prévios
ao estresse induzido por inanicao conforme EL-khaldi (2009). O arracoamento foi
feito a vontade uma vez ao dia (16:30 h), de forma a ndo houvesse sobra excessiva
nos tanques. Foi utilizada uma racdo comercial que apresentava 32,0% de proteina
digestivel, tanto para enriquecimento com o cogumelo como para dieta controle. Para
realizar o enriquecimento, a racéao foi triturada e foi adicionado o cogumelo Agaricus
brasiliensis no teor de 1% do peso seco, umidificada a 60%, extrusada e seca por
exposicao ao sol, durante 24 horas. Para avaliacdo dos parametros hematoldgicos,
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foram retirados aleatoriamente quatro peixes por tratamento e anestesiados com
Eugenol na concentracédo de 1,0ml/L. Apés a anestesia, foi coletado sangue por
meio de puncédo do vaso caudal com auxilio de seringa de 1,0 mL, banhada com
anticoagulante (EDTA 5,0%) e o sangue (0,5 ml) coletado foi estocado em tubos
de heparina e levado imediatamente para analise no laboratério DMVET. Os peixes
submetidos a coleta de sangue eram separados em outro tanque com as mesmas
condicbes ambientais e apos o efeito da anestesia eram realocados no tanque do
experimento/controle.

As analises estatisticas foram realizadas no programa Biostat 5.0,através do
teste t de student.

31 RESULTADOS

3.1 Analise biométrica entre grupos (90 dias)

As tabelas abaixo (tabela 1 e tabela 2) apresentam a média e desvio padrao
inicial e final para o tamanho dos grupos testados.

Tamanho Inicial entre grupos

4 Desvio
Grupo Média (cm) Padraio (=)
Controle 23.25 1.36
Experimento 22.8 2.6

Experimento inicia 0,45 menor que o controle

Tabela 1: Comparagéo inicial do tamanho dos peixes (pré-tratamento)

Tamanho Final entre grupos

- Desvio
Grupo Média (cm) Padraio (=)
Controle 26.6 1.36
Experimento 26 2.6

Experimento termina 0,6 menor que o controle

Tabela 2: Comparacgéo final do tamanho dos peixes (p6s-tratamento)
Embora néo significativa estatisticamente, o cogumelo A. brasiliensis apresentou

uma tendéncia a retardar o ganho de peso e a taxa de crescimento dos peixes.
(Tabela 3) (Tabela 4).
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Peso inicial entre grupos

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 253 61
Experimento 220.16 69.3

Experimento inicia com -33,14 g em comparagéo com
o controle

Tabela 3: Comparacéo inicial do peso dos peixes (pré-tratamento)

Peso final entre grupos

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 333,2 4417
Experimento 250,2 101.1

Experimento termina com -83g em compara¢ao com o
controle

Tabela 4: Comparacéo final do peso dos peixes (pos-tratamento)

3.2 Efeito citohematolégico da suplementacao (90 dias)

Inicialmente, através de uma coleta basal foi averiguado se ambos os tratamentos
partiram de condi¢des imunolbgicas iguais (Tabelas 5,6,7 e 8) e como esperado, ndo
foi observada diferenca significativa entre as andlises realizadas, indicando que os
grupos iniciaram os experimentos em condi¢cOes estatisticamente similares.

Linfocitos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 76.87 11.15
Experimento 82.75 7

P>0.05 (P= 0.40)

Tabela 5: Andlise inicial dos niveis de linfécitos entre grupos controle e experimento

Neutrofilos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
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Controle 19.62 9.28

Experimento 13.37 6.89

P>0.05 (P=0.32)

Tabela 6: Andlise inicial dos niveis de neutr6filos entre grupos controle e experimento

Mondcitos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 1.87 1
Experimento 3.25 1.9

P>0.05 (P=0.25)

Tabela 7: Andlise inicial dos niveis de monécitos entre grupos controle e experimento

Eosinéfilos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 0.37 0.47
Experimento 0.62 1.25
P>0.05 (P=0.77)

Tabela 8: Andlise inicial dos niveis de eosindfilos entre grupos controle e experimento

Partindo da informacdo que os grupos nédo apresentaram diferencas no
namero de leucdcitos iniciais, foi analisado o periodo experimental entre grupos
(tabela 9, 10,11 e 12) e observamos que o numero de monoécitos circulantes foi
estatisticamente mais baixo no grupo suplementado (P<0,05). Este resultado indica
que a suplementacdo com o cogumelo A. brasiliensis foi capaz de modificar esta
variavel imunolégica entre grupos. Com relagcéo aos eosindfilos, ndo apresentaram
nameros significativos para analise estatistica.

Linfocitos pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)

Controle 77.5 15.84
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Experimento 87.75 8.61

P<0.05 (P=0.29)

Tabela 9: Andlise dos niveis de linfécitos pds tratamento entre grupos controle e experimento

Neutrofilos Pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 19 15.34
Experimento 11 7.79

P<0.05 (P=0.23)

Tabela 10: Analise dos niveis de neutréfilos pos tratamento entre grupos controle e experimento

Monoécitos Pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 3.5 1
Experimento 1.25 1.25

P<0.05 (P=0.04)*

Tabela 11: Analise dos niveis de monocitos pos tratamento entre grupos controle e experimento

Eosinodfilos Pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 0.375 0.48
Experimento 0.625 1.25

P<0.05 (P=0.87)

Tabela 12: Andlise dos niveis de eosindfilos pos tratamento entre grupos controle e experimento

Quando as variaveis imunologicas para o periodo pds-stress entre grupos foram
avaliadas, nao foram observadas diferencas significativas (Tabelas 13,14,15 e 16).

Linfocitos pos estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao(+)
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Controle 86.6 7.5

Experimento 85 7.9

P<0.05 (P=0.70)

Tabela 13: Comparagéo de niveis de linfocitos entre grupos pos estresse

Neutréfilos pds estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 7.5 3.87
Experimento 6.25 2.62

P<0.05 (P=0.46)

Tabela 14: Comparagéo de niveis de neutréfilos entre grupos pos estresse

Mondécitos pds estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 2.75 2.06
Experimento 9 9

P<0.05 (P=0.26)

Tabela 15: Comparacgéo de niveis de mondcitos entre grupos pos estresse

Eosinéfilos pds estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 0.25 0.5
Experimento 0 0

P<0.05 (P=0.60)

Tabela 16: Comparacgéo de niveis de eosinéfilos entre grupos pos estresse

4 | DISCUSSAO

Neste estudo, mesmo que de forma ligeira, que o cogumelo A. brasiliensis
provou ser capaz de modular a resposta imunoldgica de tilapias do Nilo no que diz

Inovagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 17 147



respeito ao numero de mondcitos circulantes, e em peixes, de forma geral a defesa
inata € composta principalmente por monécitos, macréfagos e granulécitos (linfocitos)
(MAGNADOTTIR, 2006) e assim como em mamiferos, 0os monécitos circulantes ddo
origem a macréfagos (CRUVINEL et al., 2010) (LOCKSLEY Et al., 1987). Durante
uma inflamagdo ou um processo infeccioso, os niveis de mondcitos podem ser
incrementados, sendo uma das principais células envolvidas na inflamacéo aguda
como parte da resposta imunitaria inata (CRUVINEL et al., 2010), dessa forma, a
reducdo de monocitos circulantes observada nos resultados apresentados, pode
indicar que houve uma reducao da inflamacgao aguda, que possivelmente é gerada
pelo préprio manejo de captura (MARTINS et al., 2018), esta ideia é reforcada pela
confirmacédo os monécitos sao os principais produtores de citocinas e secretam
radicais livres (VALLEJO, Et al., 1992; ELLIS, 1999).

Os TLRs desempenham um papel crucial tanto na imunidade inata como
na adaptativa. Sua capacidade de detectar Padrbes moleculares associados
a patodgenos esta relacionada com a resposta inflamatéria (VIDYA Et al. 2018) e
apesar de existir mais de 17 tipos de TLRs identificados em peixes, é possivel que a
funcdo do TLR4, um dos principais sitios de modulagao de mondcitos do cogumelo
A. brasiliensis (MARTINS, 2017; LIU et al., 2017) tenha sido perdida em teledsteos
(TANEKHY, 2016), explicando assim, a resposta imunomoduladora baixa frente a
suplementagao.

Outrofatoquedeve serlevadoemconsideracao e de que paraimunoestimulantes,
como o B-glucanos, a via de administracdo é um fator determinante na resposta
imunoldgica, principalmente tratando-se de tilapias, uma vez que a oferta de
imunoestimulantes via alimentacdo produz efeito atenuante nas células do sistema
imunoldgico quando comparada a oferta via imersé&o e injecao intraperitoneal, no que
diz respeito a contagem de mondcitos, leucécitos e linfécitos. (SADO et al., 2016).

Os resultados do nosso estudo corroboram com resultados apresentados por
Schalch Et al. (2016), dessa forma, trazendo o conceito que que baixas doses deste
cogumelo ndo apresentaram forte atividade imunomoduladora em tilapias, resultados
semelhantes a dose-dependéncia foram observados em estudos de suplementacéao
com imunoestimulante (SOLEIMANI et al, 2012).

Recentemente, foi evidenciado que o estresse por hipdxia pode gerar alteragdes
no sistema imunoldgico de peixes (ABDEL-TAWWAB, 2019), entretanto até hoje nao
se tinha investigado o efeito da inanicdo sobre a contagem de leucécitos circulantes
em peixes. Dessa forma, ainda com base nos resultados apresentados nesse artigo,
sugerimos que € possivel que a resposta a inanicao nao desencadeie mudancgas
imunoldgicas significativas em O. niloticus, ou ainda que, 0s peixes possam apresentar
diferentes mecanismos de resposta imunitaria ndo dependente de cortisol.

Os ictiologistas consideram mudangas na contagem diferencial de leucécitos
como um dos indicadores mais sensiveis de estresse agudo em peixes, pois existe
uma estreita ligacdo entre os perfis de leucécitos e os niveis de glicocorticoides.
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Altas taxas de neutroéfilos para os linfécitos em amostras de sangue indicam com
segurancga altos niveis de glicocorticoides, como respostas agudas ao estresse
(DAVIS et al., 2008). Neste trabalho podemos observar uma relacdo mais alta de
neutréfilo:linfocito para ambos os grupos pds periodo de estresse quando comparado
ao periodo sem estresse, observamos que o tratamento com A.brasiliensis também
foi capaz manter esse escore calculado pela razdo neutrofilo:linfocito em 0.7 apos o
periodo de estresse, enquanto que no grupo controle o escore foi aproximadamente
0.9 o0 que pode indicar um menor estresse no grupo suplementado.

51 CONCLUSAO

Com base em nossos achados, podemos concluir que a suplementagcédo com o
cogumelo Agaricus brasiliensis é justificada na piscicultura pela potencial atividade
imunomoduladora e possivelmente efeito antioxidante, entretanto, mais estudos
Serao necessarios para averiguar possiveis efeitos negativos.
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