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RESUMO

A tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, € uma das espécie de peixe mais comercializada
do mundo. Por conta do seu facil manejo e sua capacidade de consumir alimento inerte
desde a primeira alimentagdo, torna-se uma excelente espécie na aquicultura.
Recentemente cientistas constataram que a Vitamina D deve ser considerada um
hormonio. Estudos mais atuais apontam o papel fisioldégico do hormonio D na regulacao
da imunidade inata e adaptativa. Apesar dos esforgos para ampliacdo do conhecimento
atual sobre o sistema imune de peixes, este ainda ¢ limitado em comparagdo com o
existente para mamiferos. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar
diferentes niveis de inclusdo de horménio D sobre a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) analisando o timo e seus aspectos zootécnicos. O experimento foi realizado na
Estagcdo de Aquicultura da UFC durante o periodo de 56 dias em tanques de 250 L e
aeracao constante. Foram utilizadas larvas de tilapia do Nilo com 2-3 dias p6s eclosao,
com o intuito de verificar a influéncia que a adigao do hormoénio D pode ter no timo € nos
aspectos zootécnicos. Foram analisados os parametros fisico-quimicos da agua e seus
nitrogenados ao longo do experimento. Os aspectos zootécnicos foram mensurados no
final do experimento, para averiguar o efeito do hormonio D. Os cortes histologicos foram
analisados pelo programa Zen lite para mensurar o tamanho do timo. Os resultados
trouxeram que o hormoénio D influencia nos aspectos zootécnicos, tendo todos os
tratamentos que tiveram adicdo do hormoénio uma melhora nos pardmetros de peso e
tamanho. Em relagdo a area do timo a adi¢cdo de hormonio na ragdo gerou um aumento
nele quando comparado com o controle. Com isso, concluiu-se que a concentragdo de
135.000 Ul/kg se mostrou a mais adequada para larvas de tilapia do Nilo alimentadas

pelo periodo de 56 dias.

Palavras-chave: Vitamina D; Imunidade; nutricdo.
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ABSTRACT

Nile tilapia, Oreochromis niloticus, is one of the most commercialized fish species in the
world. Due to its easy handling and its ability to consume inert food from the first feeding,
it has become an excellent species for aquaculture. Scientists have recently concluded
that Vitamin D should be considered a hormone. More recent studies indicate the
physiological role of hormone D in the regulation of innate and adaptive immunity.
Despite efforts to expand current knowledge about the immune system of fish, this is still
limited compared to that existing for mammals. Thus, the present study aimed to evaluate
different levels of inclusion of hormone D in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) by
analyzing the thymus and its zootechnical aspects. The experiment was carried out at the
UFC Aquaculture Station for a period of 56 days in 250 L tanks with constant aeration.
Nile tilapia larvae were used 2-3 days after hatching to verify the influence that the
addition of hormone D may have on the thymus and zootechnical aspects. The physical-
chemical parameters of the water and its nitrogenous compounds were analyzed
throughout the experiment. Zootechnical aspects were measured at the end of the
experiment to verify the effect of hormone D. The histological sections were analyzed by
the Zen lite program to measure the size of the thymus. The results showed that hormone
D influences zootechnical aspects, with all treatments that had the addition of the
hormone showing an improvement in weight and size parameters. Regarding the thymus
area, the addition of hormone to the feed generated an increase in it when compared to
the control. Thus, it was concluded that the concentration of 135,000 IU/kg was the most
suitable for Nile tilapia larvae fed for a period of 56 days.

Keywords: Vitamin D; Immunity; Nutrition.
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1 Introducao Geral

1.1 Aquicultura

Com o aumento da demanda por alimento devido ao crescimento populacional,
a exploracao dos recursos pesqueiros chegou ao ponto da populagao natural das espécies
ndo conseguirem se recuperar, gerando assim uma estagnacao na producdo de pescado
oriundo da pesca (FAO, 2024). Por conta disso a necessidade de manter a producao de
pescado no mercado fez com que fosse utilizado a técnica de cultivo de organismos
aquaticos em cativeiro para suprir a demanda existente, j4 que somente a pesca nao

conseguia manter a produgdo de pescado suficiente para a populagdo (Jiang, 2010).

A aquicultura que ja era praticada no oriente comecou a se popularizar nas
demais regides, para ajudar na demanda do comércio, com protocolos e técnicas cada vez
mais otimizadas e com o intuito de um aumento de producao (Waldige e Caseiro, 2004).
Atualmente a producdo de pescado oriundo da aquicultura ultrapassa o da pesca, com
uma produ¢do de mais de 94 milhdes de toneladas (FAO, 2024). Esse aumento na
producdo de pescado na aquicultura vem por conta das evolugdes tecnoldgicas dos
ultimos anos (Yue et al., 2016). As espécies mais cultivadas atualmente no mundo sdo o
camarao branco do Pacifico, Penaeus vannamei, ostras com concha nei, Crassostrea spp.,
carpa capim, Ctenopharyngodon idellus, tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus e a carpa
prateada, Hypophthalmichthys molitrix, com produgdes superando os 6 milhdes de

toneladas, cada espécie (FAO, 2024).

Dentre os peixes mais produzidos do mundo a tildpia do Nilo assume a 2° em
producdo geral, juntando os dados da producdo de pesca e da producdo da aquicultura,
sendo que na produg¢do oriunda da aquicultura a tilapia do Nilo ¢ a 3° (Abwao et al., 2021;

FAO, 2024).

A demanda pela tilapia do Nilo vem crescendo nos ultimos anos em todo o
mundo, se tornando um produto bem aceito ndo somente entre as classes mais baixas,

como também nas classes média e alta (El-Sayed, 2006; Asiedu et al., 2016; FAO, 2024).

No Brasil a produgao de tilapia no ano de 2023 foi de 579.080 toneladas, tendo
nos ultimos 10 anos um aumento de mais de 103% segundo a Associagdo Peixe BR

(Associagdo Brasileira da Piscicultura), mostrando o quanto essa producao s6 tende a
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crescer nos proximos anos, prova disso ¢ a aquicultura tornando-se a produtora de
proteina animal que mais cresceu no pais. Em termos gerais a tilapia participa de mais de
65% da producao nacional de peixe, sendo a espécie mais cultivada no Brasil, destaque
para o estado do Parana que ¢ o maior produtor de tildpia do pais, representando 36% da

produgdo total (Peixe BR, 2024).

1.1.1 Tilapia do Nilo

Essa espécie de peixe é oriunda da Africa, mas se popularizou mundialmente
devido suas caracteristicas rusticas, crescimento rapido, reproducao rapida, tolerancia a
variagdo de parametros fisico-quimico da agua, adaptacdo a diferentes fontes de alimento
e manejo facil. Essas caracteristicas possibilitam seu cultivo em diferentes regides do
mundo, ¢ adaptacao a produg¢do em diferentes sistemas, viabilizando o aumento da
produgdo nos ultimos anos tendo um mercado bem consolidado e com 6timos pregos (Ng

e Romano, 2013; El-Sayed e Fitzsimmons, 2023).

Os estagios iniciais de desenvolvimento da espécie sdo divididos em duas etapas,
a fase larval que se da a partir da diminui¢do do saco vitelino, que demora entre 5 e 13
dias pos eclosdo dependendo da temperatura; e a fase de juvenil que se da apos os 13 dias
de eclosdo, sendo essa a fase que se comeca a ofertar a ragdao (Fujimura e Okada, 2007).
A tilapia € uma das poucas espécies que, apds o consumo do vitelo, aceita a ra¢do inerte
como fonte de alimento, possibilitando o baixo orcamento de mao de obra, diferente de

outros peixes que necessitam do alimento vivo como primeira fonte de alimento exdgeno.

1.2 Sistema Imunologico dos Peixes

Na aquicultura, o estudo das enfermidades, suas causas e mecanismos de defesa
¢ importante para o sucesso de um cultivo, pois as doengas sao uma das principais causas
de perdas econdmicas em todo mundo (Ozorio et al., 2004). Isso se da devido aos manejos
que ocorrem durante a criagdo de peixes, como transporte, biometrias, deterioracao da
qualidade de 4gua e a alta densidade de estocagem que podem ocorrer durante toda a
criagdo, trazendo estresse ao peixe. Nesse sentido, contar com o sistema imune ativo e
eficaz diminui a suscetibilidade a doencas. Uma vez que o sistema imunoldgico esteja
debilitado devido o estresse, torna propicio o aparecimento de patdégenos (Lieke ef al,

2020).
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O sistema imunologico ¢ um conjunto de 6rgaos, tecidos, células e moléculas
que tem como fungao diferenciar o que € proprio e o nao proprio. Em todos os vertebrados
esse sistema permite rejeitar uma imensa quantidade de antigenos bioldgicos ou nao

bioldgicos (Olabuenaga, 2000; Rauta et al., 2012; Romano, 2012).

No caso especifico do ambiente aquatico, os peixes sdo expostos continuamente
a uma ampla gama de microrganismos que atingem todas as barreiras epiteliais do corpo,
no qual esses organismos apresentam uma resposta imune bem desenvolvida e integrada,
nao sendo apenas condicionada pelo ambiente em particular, mas também pela natureza

poiquilotérmica dos peixes (Olabuenaga, 2000; Rauta et al., 2012; Salinas, 2015).

O sistema imunologico pode ser dividido em dois tipos: inato ou inespecifico e
adquirido ou especifico, ambos compostos por uma parte humoral e uma celular
(Olabuenaga, 2000; Press e Evensen, 1999; Secombes e Ellis, 2012). Sua atuagdo pode
variar com a idade do peixe e ¢ influenciada por diferentes fatores (Olabuenaga, 2000).
Do ponto de vista evolutivo, os peixes sdo considerados a primeira classe de vertebrados
com imunidade inata e adaptativa. Sua imunidade adaptativa se sustenta devido a apari¢ao

do sistema de tecido linfoide e a memoria imunoldgica (Warr, 1995).

1.2.1 Sistema Imunolégico Inespecifico ou Inato

O sistema imunoldgico inespecifico, também conhecido como sistema imune
inato, é caracterizado por ser antigeno-independente. Isso significa que a resposta
imunoldgica gerada é semelhante, independentemente do tipo de antigeno presente. A
exposicdo repetida ao mesmo antigeno ndo resulta em uma resposta imunoldgica
aprimorada, ou seja, ndo ha desenvolvimento de memdria imunoldgica (Turvey e Broide,
2010).

O sistema imunoldgico inespecifico é constituido por 3 mecanismos de defesa,
barreiras fisicas, componentes celular e humoral que atuam de maneira integrada para
prevenir a entrada e disseminacdo de patdégenos (Magnadottir, 2006; Romano, 2012). A
pele, por exemplo, serve como uma barreira fisica robusta contra a invasdao de

microrganismos. Além de sua resisténcia fisica, a pele secreta muco em abundéncia, que
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contém lisozima, uma enzima bactericida amplamente presente nas mucosas,

contribuindo para a eliminagio de agentes patogénicos (Angeles Esteban, 2012).

Este sistema esté sustentado pela fagocitose produzida por macrofagos isolados
ou macrofagos organizados no sistema fagocitico mononuclear (Romano, 2012). Este
sistema representa a primeira linha de defesa contra a invasdo de agentes patogénicos,
desempenhando um papel essencial no controle inicial de muitas infeccdes sem a

necessidade de ativacao do sistema imune especifico (Levraud e Boudino, 2009).

As principais células envolvidas na resposta imunoldgica inespecifica sdo, como
mencionados anteriormente, os macrofagos. Estes desempenham um papel crucial na
fagocitose de substéncias estranhas, tanto abidticas quanto bidticas, incluindo diversos
patdgenos. Alguns dos macréfagos se unem a receptores de complexos maior de
histocompatibilidade (CMH), se transformando em células apresentadoras de antigenos
(APCs). Assim, também participam na resposta imunologica especifica, criando uma
conexdo entre a resposta imune inespecifica e a especifica. Logo, essas células
demonstram uma heterogeneidade funcional que vai além da simples fagocitose
(Romano, 2012; Romano et al., 2021)

Os macréfagos estdo em constante transito entre os tecidos centrais
hematopoiéticos, como o rim anterior, onde se diferenciam em diversas células
fagociticas, incluindo os macréfagos fixos ou histiocitos. Além disso, 0s mondcitos-
macrofagos atuam como células apresentadoras de antigenos (Male et al., 2006; Romano,
2012).

Os macrofagos presentes nos tecidos estdo estrategicamente distribuidos por
todo o corpo, constituindo o sistema fagocitario mononuclear (SFM). A andlise das
células histiociticas deve inicialmente considerar sua capacidade funcional para
enquadrar adequadamente seus caracteres morfologicos e imunohistoquimicos (Male et
al., 2006).

O conhecimento atual sobre o macrofago confirma seu papel central em todos
os tecidos como célula de defesa e interacdo. O papel defensivo é amplamente

reconhecido. No entanto, a fungdo de interacdo que envolve a agdo mutua entre dois ou

6
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mais agentes, forcas ou fungdes, destaca atividades que transcendem a fagocitose,
estendendo-se até coparticipacfes permanentes com outras células (Ferguson, 1989). Nos
peixes, este sistema esta plenamente desenvolvido, com células fagocitarias circulando

no sangue e presentes em outros tecidos.

As respostas humorais s@o mediadas por macromoléculas sintetizadas por
células e liberadas nos fluidos extracelulares. Entre os componentes humorais estudados
em peixes destacam-se o sistema complemento, a lisozima, os peptideos antimicrobianos
e as proteinas de fase aguda. Esses componentes desempenham diversas fungGes, como
promocdo da inflamacéo, facilitacdo da fagocitose e efeitos bactericidas diretos (Smith,
Rise e Christian, 2019).

Durante os estagios iniciais do desenvolvimento dos peixes, a imunidade inata
exerce um papel continuo nas respostas imunoldgicas rapidas, assegurando protecdo as
larvas enquanto a capacidade imunoldgica adaptativa ainda € limitada (Vadstein et al.,
2013).

1.2.2 Sistema Imune Especifico ou Adaptativo

O sistema imune especifico, também conhecido como adaptativo, €
caracterizado por ser antigeno-dependente, ou seja, gera uma resposta altamente
especifica contra uma regido particular do patdgeno, conhecida como antigeno (Abbas et
al., 2007). Esse sistema envolve a proliferacdo de linfocitos que produzem anticorpos ou
células citotdxicas especificas para cada antigeno e o desenvolvimento de memoria
imunolégica, permitindo entre outras coisas a producdo de vacinas para proteger humanos

e animais contra agentes infecciosos (Marsden et al., 1996; Trichet, 2010).

O sistema imune apresenta uma individualidade interespécie geneticamente
marcada pelo complexo principal de histocompatibilidade, que faz com que o individuo
seja unico e irrepetivel. Consequentemente, ha uma tendéncia inerente a rejeicdo de
tecidos implantados de uma espécie diferente (xenogénico) ou de um individuo da mesma
especie (alogénico). Durante a vida de um individuo e ao longo do desenvolvimento
evolutivo, este complexo sistema imunoldgico tem permitido resistir a acdo deletéria de

varios agentes nocivos (Cushing, 1975; Cooper, 2003; Beckman, 2005).
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A imunidade especifica pode ser subdividida em dois tipos de resposta: a
imunidade humoral e a imunidade celular, representadas pelos linfocitos B e T,
respectivamente (Rubio-Godoy, 2010). Durante a ontogenia do sistema imune, 0s
linfocitos que migram do rim anterior ou pronéfron para o timo adquirem receptores
especificos de células T (CD3 - dependentes do timo). Nos peixes, os linfocitos B
adquirem seus receptores especificos no pronéfron — formando assim uma populagéo

linfocitaria mista (T e B) (Nielsen e Esteve-Gassent, 2006).

Determinados antigenos estimulam a imunidade humoral, mediada pelos
linfécitos B, que sintetizam um tipo de imunoglobulina M (IgM,) além dessa sao descritos
recentemente presenca de outras imunoglobinas, imunoglobinas T (IgT) e D (IgD) e a
imunoglobina TA que circula no soro sanguineo. Outros antigenos estimulam a
imunidade celular ou dependente do timo. As células T ndo produzem anticorpos
circulantes, mas se diferenciam em células T citotoxicas (CD8) que neutralizam o
antigeno (Stoskopf, 1993; Cain et al., 2002; Hordvik, 2015; Bounocore et al., 2017).

Foi verificado a presenca de imunidade adaptativa em larvas de tilapia do Nilo
com 30 dias. Apo6s vacinacdo foi constatada a presenca de Imunoglobinas e CD4
(Kumwan et al., 2023).

1.3 Timo

O pronéfron (rim) € o centro linfohematopoiético mais importante do peixe,
exercendo fun¢do similar a medula 6ssea dos mamiferos. O rim produz somente dois tipos
de célula linfoides: o linfocito B e linfocitos sem marcacdo molecular nenhuma, que

migram ao timo.
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O timo ¢ um dos orgdos principais do sistema linfoide, responsavel pelo
desenvolvimento dos linfocitos T. Ele representa o centro de atividades imunologicas. Os
linfécitos ingressados ao timo recebem o receptor CD3, posteriormente vao adquirindo
outros receptores, como o CD8 e CD4 (Dixon e Stet, 2001; da Costa Klosterhoff et al.,
2020). O CD4 forma linfécito T4 (auxiliar ao sistema imune) que tem um papel

importante na resposta imune tanto inespecifica como na especifica figura 1.

Linfocito B maduro Secre¢iio de AC por CP
>©:< 4 \—

e P
Nl
Yy —

lnduz\ /uxilia
Induz
Linfocito T4 .
Indutor e Auxiliar Exclui
Maturacio de
Indutor Linfécito C8
da proliferacio citotéxico

> o o Fator
Proliferacio de — e e Supressor
célula imunolégica —-+*.°
[ ]

da meméria

v

Célula TS Suprime a maturacgio de
Linfocitos B

Figura 1-Papel central desempenhado pelo linfocito T4, na ativacao do sistema imune especifico
humoral e celular. Induz a proliferacao das células T8 citotoxicas, gera memoria imunologica,
induz a sintese de anticorpos pelo linfocito B e interage com a célula apresentadora de antigeno e
suprime a resposta imunolédgica. (Romano, 2012).

O timo exerce nos peixes importancia na formacao do sistema imune e nas suas
respostas imunologicas (Dos Santos ef al., 2000; Thapa e Farber, 2019). E um érgdo
linfoepitelial formado pela interacdo de células epiteliais com células linfoides pouco
diferenciadas. Diferente dos mamiferos, nos peixes o timo nao possui divisdo entre cortex
e medula (de Medeiros, Pedrosa e Romano, 2021). Nos peixes de dgua doce o timo € o
primeiro 6rgao imunocompetente a se tornar linfoide, diferente dos de agua salgada onde

¢ o rim anterior (Romano et al., 1999b ; Zapata et al. 2006 ).
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O timo ¢ um 6rgdo pareado, bilateral, estando localizado sob a lateral do epitélio
da faringe, nas laterais dorsais e alojado na parte interna superior das cAmaras branquiais
figura 2.A (da Costa Klosterhoff ef al., 2020). Sua origem ontogénica se dé4 a partir de
duas camadas germinativas: endoderma e mesoderma (Boehm et al., 2003; Gordon et al.,
2004). O timo ¢ constituido de células da série linfocitica, células epiteliais € macrofagos

(fagodcitos) figura 2.B (De Medeiros, Pedrosa e Romano, 2021).

Figura 2A- Se observa um corte longitudinal de juvenil de tilapia. Visualiza-se em cada lado da
camara branquial a estrutura timica (seta) que sobressai a cdmara branquial (CB). H. E. BAR:
400 Figura 2B- Se observa o timo (T) da mesma espécie. E possivel perceber que ndo ha
separacio entre cortex e medula. E formado por uma populagdo uniforme de linfocitos. H. E.
BAR: 20pn

Diferente de outros 6rgdos do sistema linfoide, o timo possui um periodo de
atividade, onde exerce sua fun¢do e depois comeca a atrofiar. A involugdo do timo esta
mais associada & maturagdo sexual e desova do que com o avango da vida do peixe,
conforme observado em diferentes espécies (Barraza et al., 2020). Na Tilapia do Nilo,
observou-se a degeneracao do timo a partir do 6° més de vida, sendo que a maturacao

sexual da Tilapia ocorre entre o 4° e 6° més de vida (Cao ef al., 2017).
1.4 Horménio D

Recentemente cientistas constataram que a vitamina D deve ser considerada um
hormonio, isso se da devido as varias fun¢des que o hormdnio D tem no nosso organismo.
Nos mamiferos o horménio D ¢ produzido no organismo na pele, por uma reagao

fotoquimica induzida pela luz UV, o que ndo ocorre com as vitaminas em geral. Quando
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o corpo nao ¢ capaz de sintetizar as vitaminas, € necessario adicionar na dieta até os niveis

adequados para a espécie (Ellison e Moran, 2021).

A vitamina D, que ¢ um hormdnio esteroide que atua por meio do receptor de
vitamina D (VDR) induzindo a expressdo de varias proteinas de ligacdo e transporte de
cdlcio no intestino para estimular a captagdo ativa de calcio, preservando a
normocalcemia e, indiretamente, mantendo a mineralizacao ossea (Darias et al., 2011;

Mok, 2013).

Além das suas a¢des no metabolismo do calcio e dos ossos, exibe uma ampla
gama de efeitos regulatorios sobre o crescimento, proliferacdo, apoptose e funcdo das

células do sistema imunologico (Mok, 2013).

No ambiente aquatico, aceita-se, em termos gerais, que o horménio D deve ser
fornecido pela dieta, pois usualmente os peixes nao sao capazes de sintetiza-lo (Bills,
1927). Em ambiente natural eles absorvem a vitamina produzida por a¢do da luz UV sobre

o plancton préoximo a superficie da dgua (Fraser, 2018).

Sabe-se que a truta arco-iris (Onchorrynchus mykiss), ¢ capaz de produzir
colecalciferol na pele quando exposta a luz azul visivel (Pierens e Fraser, 2015).
Demostrou-se em estudos que a tildpia mocambicana ndo conseguiu sintetizar o hormdnio
D3 ao receber colecalciferol na auséncia de luz. Ao ser exposta a luz solar, e receber o
colecalciferol, foi observado um aumento nos niveis do hormoénio (Sunitarao e
Raghuramulu, 1997). Animais de cativeiro, contudo, precisam receber a suplementacao

por meio da dieta conforme o tamanho e espécie do peixe.

O metabolismo deste hormonio nos tecidos de peixes s6 foi demonstrado pela
primeira vez por Henry e Norman, (1974) e as suas acgdes ndo classicas foram
reconhecidas pela primeira vez s6 5 anos mais tarde, quando foram detectados receptores
da 1,25-dihidroxivitamina D3 ativa (1,25(OH)>D3) em varias linhas celulares neoplasicas

humanas em cultivo.

Os peixes conseguem acumular hormdnio D no figado e no tecido adiposo sendo
a hormodnio D3 a principal forma de armazenamento e de maior biodisponibilidade nestes

animais. No entanto, a importancia fisioldégica desse metabolismo e os mecanismos e
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locais de acdo dos metabolitos sdo pouco conhecidos (Takeuchi et al., 1984; Lock et al.,

2010; Darias et al., 2011).

Shiau e Huang (1993) realizaram estudos de toxicidade de hormonio D3. A partir
disso, definiram a dose toxica de colecalciferol como sendo acima de 375 mg, para o

hibrido de Oreochomis niloticus x O. aureus.

O papel do hormonio D na modulacao do sistema imunoldgico € apoiado pela
presenca do receptor da vitamina D (RVD) nas células dos sistemas imune inato e
adaptativo, incluindo macréfagos, células dendriticas, células B e células T (Arnson et

al., 2007; Haussler et al., 1998; Hewison, 2010; Mok, 2013).

Em geral, parece que o hormonio D estimula as respostas imunes inatas e modula
a imunidade adaptativa, gerando maior tolerancia imunologica. Em relacdo a doengas
infecciosas, 0 hormodnio D parece aumentar a quimiotaxia, a fagocitose e a produgdo de
proteinas antimicrobianas (Mathieu, 2011). Varios tem sido os estudos que relatam a

relagdo entre o hormoénio D e o sistema imune.

Waters et al., (2004) demonstraram que o horménio D aumenta a destruicao de
micobactérias por meio de um mecanismo que ¢ dependente do 6xido nitrico em ratos
infectados com Mycobacterium bovis. Vasilyevna Belyaeva et al., (2017) e Yuk et al.,
(2009) observaram que o hormdnio D gera um aumento na atividade antimicobacteriana
contra M. tuberculosis induzindo autofagia em monoécitos humanos por meio de
catelicidina, um peptideo antimicrobiano que também demonstra uma resposta reduzida
associada a deficiéncia do hormonio D em doencgas pulmonares granulomatosas

infecciosas e autoimunes.

Zhang et al., (2023) realizou um trabalho com carpa capim com adi¢cdo do
hormonio D para observar o efeito dela sobre uma exposicdo a Aeromonas hidrophila,
tendo como conclusdo a necessidade de uma concentracdo minima de 1150 UI/Kg de
hormonio D na dieta dessa espécie. Ao incluir hormdnio D na alimentacdo, as carpas
tiveram uma melhora nas fungdes imunologicas e aumento das enzimas antioxidantes,

melhorando as atividades antimicrobianas, trazendo beneficios para a espécie.

Dessa forma, o tratamento das doencgas de peixes apresenta varias dificuldades,

principalmente o uso de medicamentos como antibidticos, que podem trazer riscos tanto
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para os cultivos, quanto para saide humana, além de possibilitar a aquisi¢ao de resisténcia

por parte dos microrganismos (Alderman e Hastings, 1998).

Estudos da inclusao do horménio D em ragdo na tildpia nos ultimos anos vem
sendo focado somente na influéncia dessa vitamina na composi¢do célcio e fosforo
inorganico no organismo do animal, ndo sendo voltado ao efeito de altas dosagens que o
hormonio D pode influenciar na parte imunologica (O’Connell e Gatlin III, 1994;

Hussein, Metwally e Asmaa, 2021).

Sabendo disso o timo se mostra um o6rgdo de interesse para a pesquisa de
imunidade, ja que nos peixes de agua doce € o primeiro 6rgao a se torna linfoide. Ademais,
presume-se que ele seja um dos primeiros 6rgaos linfoides a ser influenciado pela inclusio

do hormoénio D na ragao.

Sendo assim, a possibilidade de se utilizar a tilapia como modelo experimental
se torna bastante benéfico, devido sua facil criacdo em cultivo e sua capacidade de receber
alimentacdo inerte desde o consumo do saco vitelino, facilitando a possiblidade de
observagao do efeito do hormonio D no espécime, ja que ndo é necessario utilizar um
vetor biologico para realizar a aplicacdo desse aditivo. Com isso, essas caracteristicas

fazem com que a espécie seja escolhida como modelo neste trabalho.

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do hormdnio D sobre o timo e nos aspectos zootécnicos na tilépia
do Nilo (Oreochromis niloticus).
2.2 Objetivos Especificos

Verificar a influéncia da adicdo do horménio D na ragdo em larva de tilapia do

Nilo sobre a 4rea do timo em cortes histologicos.

Observar a influéncia da adi¢do do hormdnio D na racdo em larva de tilapia do
Nilo sobre os parametros zootécnicos: peso final, biomassa final, tamanho e taxa de

sobrevivéncia.
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3 Material e Métodos

3.1 Certificado comité de Etica Animal

O experimento obteve aprovagdo do comité de Etica Animal (CEUA) da

Universidade Federal do Ceara com o nimero de protocolo 1605202401.

3.2 Obtencao das Larvas Experimentais

As larvas de tilapia do Nilo foram obtidas a partir de doagao da Empresa
Bomar localizada no municipio de Icarai de Amontada-CE. A aquisi¢ao foi aprovada
pelo gerente responsavel pela parte da piscicultura da empresa. Foram adquiridos num
total 5000 larvas com um peso médio de 0,001g recém eclodidas com a presenca do
saco vitelino, que era um dos requisitos para o inicio do experimento. As larvas foram
transportadas da empresa até a mediagdo da Estacdo de Aquicultura da UFC onde o

experimento foi realizado.

3.3 Delineamento Experimental

No total foram utilizadas 3.750 larvas com peso médio de 0,001 g com 2-3
dias pos eclosdo que foram distribuidas de forma aleatoria em 15 tanques de 250 L
totalizando 250 larvas por tanque. As larvas comecgaram a serem alimentadas apos um
dia de estocagem devido o experimento ter sido iniciado com as larvas ainda com a
presenca do saco vitelino. Foi utilizado uma ra¢do comercial com 55% de proteina
bruta e 9% de lipidios (ragdo em pd) durante os primeiros 21 dias experimentais. Apos
esse periodo foi feito a alimentacdo concomitante com uma racdo com 45% de
proteina bruta e 9% de lipidio (ra¢do de 0.8 a 1.0 mm) até a finalizacdo do experimento
seguindo protocolo ja utilizado no laboratorio para porcentagem de arragoamento e
para porcentagem de cada ragdo durante o experimento, as larvas foram alimentadas
4 vezes durante o dia (09, 11:30, 14:30 e 17h). O calculo da quantidade de ragao foi
feito com base nas biometrias semanais realizadas. Durante as primeiras 4 semanas
foram utilizados 15% da biomassa total de cada tratamento e nas 3 semanas seguinte

foi utilizado 10%.

Foram utilizadas ra¢des comerciais no experimento. A ragdo em po foi da
marca Nutripiscis (tabela 1) e a de granulometria 0.8 a 1.0 foi da Wean Prime (tabela

2).
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Tabela 1. Niveis de garantia da ragdo em p6 Nutripiscis.

Niveis de Garantia

Umidade (%max) 12
Proteina Bruta (%min) 45/40*
Lipideos (%min) 8,0/7,0*
Fibra (%max) 4,0/5,0**
Matéria Mineral (%max) 15,0
Calcio (g/kg) 10-30**
Fosforo (g/kg) 10/8,5*
Sodio (mg/kg) 3.500/3.000*
Vitamina A (Ul/kg) 15.000
Vitamina C (mg/kg) 1000
Vitamina D3 (Ul/kg) 3000
Vitamina E (Ul/kg) 400
Vitamina K3 (mg/kg) 12,5
Vitamina B1 (mg/kg) 25,0
Vitamina B2 (mg/kg) 30,0

Legenda: * nivel minimo; ** nivel maximo.

Tabela 2. Niveis de garantia da racdo de 0.8 a 1.0 mm da Wean Prime.

Niveis de Garantia

Umidade (%max) 13
Proteina Bruta (%min) 55
Lipideos (%min) 9
Fibra (%max) 4,0
Matéria Mineral (%max) 20
Calcio (g/kg) 25-40*
Fosforo (g/kg) 20
Sodio (mg/kg) 5000
Vitamina A (Ul/kg) 12000
Vitamina C (mg/kg) 750
Vitamina D3 (Ul/kg) 2500
Vitamina E (UI/kg) 150
Vitamina K3 (mg/kg) 10
Vitamina B1 (mg/kg) 20,0
Vitamina B2 (mg/kg) 25,0

Legenda: *Nivel maximo.

As ragdes com adi¢do de vitamina D foi preparada na propria estagdao
encorpando-a a partir da adicao de 6leo (6leo de soja) e da vitamina D na concentragao
de 10.000.000UI/L, a propor¢ao adicionada foi calculada a partir da base que a racao
controle tinha acrescentado a quantidade de cada tratamento. Devido a utilizagdo de

duas granulometria diferentes foi colocado como controle a concentragao de 5.000U1
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por kg de ragdo além da adi¢do de 1,5% de 6leo. Essa padronizacdo de vitamina D na
racao controle se deu devido a concentragao ja presente nas ragdes utilizadas, devido
na ragao em po ter 3.000 Ul/kg e a racao de 0.8 a 1.0 mm ter 2.500 Ul/kg de vitamina
D3 na sua composi¢do. Os tratamentos foram adicionados de vitamina D a partir da

racdo controle (5.000UI/Kg) até os valores desejados.

O experimento constitui de 5 tratamentos, tratamento controle-TC
(5.000UI/kg), tratamento com adi¢do de 5.000 UI de vitamina D3-T5 (10.000Ul/kg),
tratamento com adi¢do de 15.000 UI de vitamina D3-T15 (20.000Ul/kg), tratamento
com adicao de 45.000 UI de vitamina D3-T45 (50.000UI/kg) e tratamento com adi¢ao
de 135.000 UI de vitamina D3-T135 (140.000UI/kg), com uma duragdo de 7 semanas.

Durante esse periodo diariamente foi realizado a mediagdo de oxigénio
dissolvido (OD) e temperatura (°C) com oximetro e de pH com um medidor digital
de pH. A amoénia, nitrito e alcalinidade foram medidos 2 vezes por semana por kits
colorimétricos da Camaragua. O experimento foi realizado em sistema estatico com

troca d’agua conforme a necessidade e reposicao por evaporagao.

3.4 Parametros Zootécnicos

Ao final do experimento foi realizado uma biometria total com os peixes, onde

foram medidos com paquimetro e pesados em balanga de precisdo de 3 casas decimais.

A taxa de sobrevivéncia foi calculada conforme a equagao I e a biomassa inicial

e final foi calculada com base da equagao II.
Sobrevivéncia = (Larvas finais / Larvas iniciais) x 100 D

Biomassa = nimero de individuos x peso (ID)

3.4 Coleta de Amostras

Previamente ao inicio da fase experimental, 10 larvas foram coletadas e
realizado um choque térmico para fazer a eutanasia dessas larvas. O mesmo protocolo de
eutandsia foi utilizado para as 5 larvas de cada tanque que foram coletadas do dia 1 ao dia
15, enos dias 17, 19, 21, 23, 25, 28. Nos dias 49, 53 e 56 foram coletados 3 peixes devido

ao aumento do tamanho apo6s o inicio do experimento.

16



424
425
426
427

428

429
430
431
432
433
434
435

436
437
438
439
440
441

442

443
444
445
446
447
448
449

450

451

As larvas de peixe foram fixadas com formol tamponado 10% e mantidos nessa
solugdo por 10 dias. Apos esse periodo foram transferidas para alcool 70% e mantidas até

0 processamento.

3.5 Analise Histologica das Amostras

As larvas amostradas, apos a fixacdo, foram processadas no processador
automatico de tecidos LEICA TP1020, com inclusao em Paraplast. Apos o
emblocamento, os blocos foram cortados a 5 um no microtomo LEICA RM2245. Para
ajudar na identificagdo do timo os “cortes” das amostram foram corados com azul de
metileno, onde apos observado a presenca do timo os “cortes” de amostras resultantes
desse processo foram pescadas com laminas para microscopia e desparafinizados em

estufa.

Para as andlises histologicas e morfométricas, as ldminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (Luna, 1968) e posteriormente observadas no microscopio optico
Zeiss Primo Star equipado com uma cdmera Axiocam ERC5s - AxionVision (LE). As
imagens resultantes foram levadas para anélise morfométrica por meio do software Zen

lite.

3.6 Analise Estatistica

Foi verificada a normalidade e a homocedasticidade dos dados, utilizando os
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Uma vez que os pressupostos da
ANOVA foram atendidos, foi realizada uma ANOVA de uma via, e apds foi realizado o
teste post-hoc de Tukey para verificar a diferenga entre os tratamentos no mesmo dia para
a area do timo e para os demais dados entre os tratamentos. Um nivel minimo de
significancia de 5% (p<0,05) foi aplicado em todas as analises. O software utilizado foi

o Past.

17



452
453

454
455

456
457
458
459

460
461

462
463

464

465

466
467

468

469

470

471

472

473

474

475

4 Resultados
4.1 Qualidade de Agua

Os valores médios de oxigénio dissolvido (OD), temperatura (C°), pH, amonia
total (N-AT) e nitrito podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3. Parametros de qualidade de agua (média + desvio padrao) dos tratamentos:
Controle (TC), Adigao de 5.000UI/Kg VD3 (T5), Adigdo de 15.000UI/Kg VD3 (T15), Adigao de
45.000U1/Kg VD3 (T45), Adigédo de 135.000U1/Kg VD3 (T135), durante os 56 dias de
experimento.

Parametros TC T5 T15 T45 T135
0D (mg.L™) 6,97+1,0a  6,83+0,94a 6,94+0,94 71+1,03a  6,84+1,06a
Temp. (C°) 271+1,1a  27,24+1,06a 274141148  27.4+099a  27,27+101la
pH 7,3+0,3a 7,01+0,36a 7,11+0,38° 75+037a  6,99+0,39%
N-AT
(mg.LY) 0,33+0,26b  0,38+0,32c 0,3420,34b 0,3+0,22 0,420,3c
Nitrito (mg.L™)  128+1,02c  1,02+091a 1,57+2,73d 1,3+1,5¢ 1,05+0,91b

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos apds ANOVA de uma via apds Teste de Tukey.

Ap6s analise de alcalinidade quando abaixo de 80 mg CaCOs3/L foi realizado a
correcdo para 100 mg CaCOs/L com carbonato de calcio.

4.2 Zootécnicos

O aumento do peso das larvas conforme a adigdo de VD3 na dieta pode ser

visualizado na figura 3.

Peso do Peixe

1.4
1o y = 5E-06x3 - 0.0009x2 + 0.0411x + 0.6161
T e, R*=0.9185 L
) .
@0 0.8
o
3 06
2o
0.4
0.2 T
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentragao de vitamina (UI/Kg) x 1.000

Figura 3- Peso final das larvas alimentadas com diferentes concentragdes de VD3 na dieta.
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Os parametros de peso inicial, peso final, comprimento, biomassa inicial,
biomassa final e sobrevivéncia de larva de tilapia do Nilo em resposta aos niveis de adi¢ao
de hormonio D3 na dieta sdo apresentados na tabela 2. Tanto o peso quanto o
comprimento da tilapia do Nilo aumentaram conforme a adi¢do de horménio D3, com
isso o melhor resultado de peso e comprimento foi observado na concentracao de 135.000
Ul/kg de hormonio D3, onde foi observado diferenca significativa entre os tratamentos

(p<0,05).

Em relagdo a sobrevivéncia nao foi observado diferenga significativa entre o
controle ¢ os demais tratamentos, tendo somente diferenca entre o tratamento 45 ¢ o 135

(p<0,05) tabela 4.

Tabela 4. Desempenho zootécnico da Tilapia do Nilo O. nilloticus (média + desvio padrdo) nos
tratamentos TC, T5, T15, T45, T135, durante os 56 dias de experimento.

Parametros C 5 15 45 135
Peso Inicial (g) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Biomassa 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75

inicial (g)

Peso médio

Final (g) 0,755+£0,020d  1,015+0,036bc  1,065+0,012b 0,935+0,045¢c 1,21+0,008a

Biomassa final (g) 80,42+5,17dc  96,66+13,45c  116,44+0,75b  73,84+2,2d  136,59+0,75a
Tamanho (cm) 3,3+0,08d 3,7+0,08bc 3,85+0,04b 3,6+0,08c 4,1+0,08a

Sobrevivéncia (%) 70+0,32ab 71,45+11,8ab  80,35+1,51ab  64,05%5,76b 83,3+0,9a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos
apos ANOVA de uma via apos Teste de Tukey.

4.3 Area do Timo

Foi realizada a medicao da area do timo demarcando todos os bordos do 6rgao.
Essa medi¢ao foi feita utilizando o software Zen lite e as fermentas disponiveis no
programa para essa finalidade. Com base nos resultados obtidos, foi escolhido o intervalo
de uma semana até completar 30 dias. Os resultados obtidos foram resumidos para melhor

entendimento e disponibilizado na figura 4 e tabela 5.
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Figura 4- Grafico demonstrando o tamanho do timo com o passar dos dias (dia zero a dia
30), nas larvas alimentadas com diferentes concentragdes de VD3 na dieta.

Tabela 5- Area média do timo (i) nos dias 1, 7, 14, 21 e 28, nas larvas alimentadas com
diferentes concentracdes de VD3 na dieta.

Dia Tratamentos
C 5 15 45 135
1 22354,03  4237,542 12421,31 14381,87 20427,63
+1157,64a +754,26c  +475,11b +2565,51b +842,39a
7 21312,47 25759,73 15957,1 14506,11  24267,97
+6458,17a +10218,50a +1126,2a +4684,82a +218,87a
14 16497,88  33696,11 13910,14  26979,58  40228,91
+1975,86d +851,25b  +140,15d +2526,62c +368,22a
21 29394,56  42476,27 16285,3 47495,57  49598,56
+7916,46bc +5298,64ab +1042,5c +22,87a  +1955,23a
28 28284,44  46880,91  39735,09 71454,01 50064,91

+9138,41c  +439,98bc *1955,01bc +5607,8la +9666,28ab

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p<<0,05) entre os tratamentos
dentro no mesmo dia por meio de ANOVA de uma via ap6s Teste de Tukey.
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5 Discussao

5.1 Qualidade de Agua

No presente estudo os valores do oxigénio dissolvido fico entre 6,83 ¢ 7,1 mg.L"
I, esses valores segundo o autor Popma & Lovshin, (1996) estio dentro do recomendo,
que para se ter um melhor crescimento da tilapia os valores tem que ser acima de 3,0
mg.L!. Em relagio as medias da temperatura que ficaram proximas de 27 °C estdo dentro
do recomendado para a espécie que ¢ de 25°C a 32°C, ndo sendo problema para o
crescimento (El-Sayed, 2006). O valor do pH nesse estudo fico em torno dos 7 a 7.5,
estando dentro da faixa de pH 6timo para a tilapia que € entre 6 ¢ 8 (Ostrensky e Boeger,

1998).

O valor da amonia médio foi abaixo de 0,5 mg.L!, o CL504s para larvas de
tilapia é de 1,007 mg.L! Benli et al. (2005), sendo assim os valores médios do estudo
ficaram abaixo do letal para a espécie, ja que durante o experimento ndo se teve pico de
amonia maior que 1,0 mg. L. Quando ocorria esses picos de amdnia era realizado a troca
de 4gua. J4 em relacdo ao nitrito os valores ndo ultrapassaram 1,6 mg.L™!, sendo valores
bem abaixo do que Atwood et al. (2001) relatou como sendo a C15096 que para juvenil de
tilapia (4,4 £ 1,5) sendo 81 mg.L!. O limite da toxicidade do nitrito depende do tamanho
do peixe, no caso da tildpia peixes menores sdo mais tolerantes que peixes maiores

(Atwood et al., 2001).

Os pardmetros de qualidade de 4gua sugerem que eles ndo interferiram nos

resultados observados.

5.2 Aspectos Zootécnicos

Wang et al. (2024) observou que com a adigdo da vitamina D ocorria um
aumento no crescimento da carpa capim (Ctenopharyngodon idella) até a concentragdo
de 1.200 UI/Kg, tendo observado que nas concentracdes mais altas ocorria a diminuigao
do peso e do comprimento das carpas. No presente trabalho foi observado que altas
dosagens de hormonio D3 podem contribuir com o aumento do peso e tamanho da tilapia
do Nilo, sendo a maior dosagem 135.000 UI/Kg a que teve o melhor resultado. Diferente
de outros trabalhos onde o excesso de hormonio D ndo ajudava no crescimento do peixe

no estudo em questdo a maior concentra¢ao teve influéncia no crescimento da tilapia do
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Nilo, comprovando que a concentra¢do de hormdnio D recomendada difere com base na
espécie e estagio do peixe (Miao et al., 2015; Zhang et al., 2016; Wu et al., 2020; He et
al., 2021; Lin et al., 2022).

Como nao foi observado diferenca significativa na sobrevivéncia das larvas nos
diferentes tratamentos, o hormoénio D3 ndo influenciou nesse indice, esse mesmo
resultado foi observado por Wang et al. (2024), onde a inclusdo de hormonio D3 nao

interferiu na sobrevivéncia da carpa capim.

5.3 Timo

Nos peixes, o timo desempenha importante papel no sistema imune e suas

respostas imunologicas (Dos Santos ef al., 2000; Thapa e Farber, 2019).

Sabendo da importancia que o timo tem no sistema imune, foi medido a area do
orgdo no intuito de estimar a concentracao da populagdo de linfocitos no timo. Kernen et
al. (2020) observou que conforme a area do timo, houve um aumento do numero de
timocitos, que aumentaram proporcionalmente a area do timo. Assim, podemos supor que
devido o aumento da area do timo com a adigdo de hormonio D3, os numeros de timocitos
aumentaram. Por conta do aumento de células T podemos pressupor que a resposta imune
adaptativa dos peixes teve uma melhora, ja que as células T desempenham um papel
muito importante para o sistema imune (Nakanishi, Shibakasi e Matsuura, 2015). Da
mesma forma pode-se imaginar que ha um aumento também das enzimas e outras

substancias envolvidas na resposta imune inata a partir da influéncia do hormdénio D.

Trabalhos realizados com a adigdo do hormonio D voltados para a imunidade
dos peixes comprovou o efeito no sistema imune de diferentes espécies, tendo
participagdo tanto na melhora do sistema imune inato quanto no sistema imune adaptativo
(Zhang et al., 2016; Wu et al., 2020; He et al, 2021; Lin et al, 2022). Conforme
comentado anteriormente, cada espécie de peixe necessita de diferentes concentracdes de
hormodnio D para melhores resultados. De acordo com alguns estudos, observa-se uma
correlacdo entre os indices zootécnicos e as respostas imunolédgicas (Wu et al., 2020;

Wang et al., 2023).

Ao analisar o timo da tildpias submetidas a altas concentragcdes de hormonio D3,

observou-se uma melhora nos aspectos zootécnicos. Quanto a produgdo de linfocitos e
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imunidade inata, resultados similares foram encontrados. Wu et al., (2020) observou que
a adicdo de hormonio D quando comparada com a deficiéncia mostrou uma melhora na
resposta imunologica inespecifica, tendo melhores resultados em concentragdes baixas
para carpa preta (Mylopharyngodon piceus). Contudo, com base nos resultados obtidos
no presente trabalho, ¢ possivel inferir que a tilapia possui uma boa resposta com altas

dosagens de hormonio D, apresentado bons parametros zootécnicos € maior area do timo.

Conclusao

Com isso podemos concluir que a adigdo de hormonio D em altas dosagens trazem
melhoras para o desempenho zootécnico da larva de tilapia do Nilo, sendo que a
concentragdo de 135.000 UI/Kg demostrou ser mais eficiente que as demais
concentragdes. Sendo que comparado com as demais concentracdes ela obteve os

melhores resultados de peso, biomassa e tamanho dos individuos no periodo avaliado.

Em relacdo a area do timo, apds 2 semanas foi observado que as maiores dosagens
utilizadas no presente trabalho de horménio D apresentaram uma maior area do timo.
Sendo que as concentragdoes de 45.000 e 135.000 UI/Kg obtiveram os melhores

resultados, ndo tendo diferencga significativa entre elas.

Correlacionado os resultados obtidos dos indices zootécnicos e da area do timo, a
concentragdo de 135.000 Ul/kg se mostrou a mais adequada para a larva de tilapia do

Nilo alimentadas pelo periodo de 56 dias nas condigdes desse trabalho.

Esses resultados nos encorajam a investigar a influéncia do hormonio D nas demais etapas

do ciclo produtivo da tilapia.
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