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RESUMO

OLIVEIRA, F. C. Crescimento e uso de aditivos na producao de piraputanga (Brycon
hilarii) e dourado (Salminus brasiliensis). 2022. 118 f. Tese (Doutorado) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2022.

Alguns aditivos podem melhorar a qualidade da agua, estimulam o sistema imune e
inibir o crescimento de patdgenos, e tém sido utilizados como medida profilatica nos
sistemas de producéo, com o intuito de melhorar a resisténcia dos animais frente a
manejos estressantes como transporte e as infecgdes bacterianas. Dados sobre
crescimento alométrico sao cruciais para promover o desenvolvimento de protocolos
de criacdo ideais e melhorar a eficiéncia de producédo de juvenis de alta qualidade.
Assim, esse estudo visa compreender o crescimento alométrico e o uso de aditivos
na producdo e transporte de peixes nativos. O artigo 1 identificou o padréo de
crescimento de juvenis de piraputangas (Brycon hilarii) em hapas de 8 m® na
densidade de 20 peixes / hapa, durante sete meses. Caracteristicas biométricas foram
mensuradas a cada 30 dias. O fator de condicdo relativo indicou boas condi¢cdes de
crescimento das piraputangas com crescimento alométrico positivo, assim como todas
as variaveis e correlacdes, exceto para peso x largura do corpo, comprimento padréo
X comprimento da cabeca e comprimento padréo x altura do corpo. No artigo 2 foram
avaliados os efeitos do 6leo essencial (OE) de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum
L.) (OG) na agua de transporte de juvenis de piraputanga sobre o perfil hematolégico,
componentes residuais do OE OG no plasma, filé, figado e na qualidade de agua. O
transporte (duas horas) foi realizado em embalagens plasticas com as concentracdes
de 10, 20 e 30 mg Lt e um grupo controle, em triplicata. A sobrevivéncia durante e
apos o transporte foi de 100%. Os niveis de oxigénio permaneceram altos apos o
transporte e o pH diminuiu em todos os tratamentos. Apos o transporte a hemoglobina,
CHCM, HCM e glicose aumentaram nos peixes do grupo OE OG 30 mg Lt. O nimero
de neutréfilos aumentou nos peixes transportados com OE OG 10 mg Lt. Com o
crescente aumento das doses de OE OG houve aumento de linfécitos e de compostos
no plasma, filé e figado. Dose de 10 mg Lt de OE OG no transporte de juvenis de
Brycon hilarii, € recomendada para transporte de duas horas, pois garantiu a

sobrevivéncias dos peixes, ndo afetou os parametros hematolégicos e a concentragcédo



de residuos foi baixa. O artigo 3 investigou o potencial da bactéria Lactobacillus
rhamnosos como probidtico, paraprobidtico e sua combinacdo no desempenho
produtivo, estado de saude e na resisténcia do dourado (Salminus brasiliensis)
infectado com Aeromonas hydroplhila. Os peixes (6,78 + 1,65 g e 8,97 = 0,42 cm)
distribuidos em 16 tanques (300 litros), na densidade de 15 peixes/tanque receberam
os tratamentos: dieta sem aditivo (dieta controle), probiético (L. rhamnosus 108 UFC),
paraprobidtico (L. rhamnosus 10° UFC) e L. rhamnosus (vidveis probidtico L.
rhamnosus 108 UFC + inativos paraprobiético L. rhamnosus 101° UFC), durante 45
dias. Posteriormente, os peixes foram desafiados intraperitonealmente com a bactéria
A. hydrophila (0,82 x 108 UFC). Nas andlises hematoldgicas os valores de
hemoglobina, hematdcrito e nimero de eritrocitos reduziram apés a infeccdo. Houve
aumento significativo na atividade dos leucdcitos, apés a infeccao, independente do
tratamento. As dietas suplementadas com L. rhamnosus (vidveis + inativos) e
paraprobiotico proporcionaram maior altura total dos vilos e altura dos vilos
comparadas aos peixes que receberam a dieta controle. O namero de células
caliciformes foi maior nos peixes que receberam as dietas contendo L. rhamnosus
(viaveis e inativos) e probiético. A area do citoplasma dos hepatécitos dos peixes que
receberam a dieta paraprobiético foi maior. As dietas com paraprobiotico (L.
rhamnosus) e L. rhamnosus (viaveis + inativos) apresentaram potencial para melhorar

a altura das vilosidades intestinais.

Palavras chave: morfometria, 6leo essencial, probiotico, paraprobidtico.



ABSTRACT

OLIVEIRA, F. C. Growth and use of additives in the production of piraputanga (Brycon
hilarii) and dourado (Salminus brasiliensis).2022. 118 f. Tese (Doutorado) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2022.

Additives that improve water quality, stimulate the immune system, and inhibit the
growth of pathogens have been used as prophylactic measures in cultivation systems,
to improve the animal's resistance to stressful management such as transport and
bacterial infection. Thus, this study aims to understand the allometric growth and the
use of additives in the production and transport of native fish. Article 1 identified the
growth pattern of juvenile piraputangas (Brycon hilarii) in hapas of 8 m? at a density of
20 fish/hapa, for 7 months. Biometric characteristics were measured every 30 days.
The relative condition factor indicated good growth conditions for piraputangas with
positive allometric growth, as well as all variables and correlations, except for weight x
body width, standard length x head length, and standard length x body height. In article
2, the effects of the essential oil (EO) of basil clove (Ocimum gratissimum L.) (OG) in
the transport water of piraputanga juveniles on the hematological profile, residual
components of OE OG in plasma, fillet, liver, and quality of water. Transport (two hours)
was in plastic packaging with doses of 10, 20, and 30 mg L and a control group, in
triplicate. Survival during and after transport was 100%. Oxygen levels remained high
after transport and pH decreased in all treatments. After transport, hemoglobin, CHCM,
HCM, and glucose increased in fish from the OE OG 30 mg L group. The number of
neutrophils increased in fish transported with EO OG 10 mg L. With increasing doses
of OE OG, there was an increase in lymphocytes and compounds in plasma, fillet, and
liver. A dose of 10 mg L of OE OG in the transport of juveniles of Brycon hilarii is
recommended for a two hours transport as it ensured fish survival, did not affect
hematological parameters and the residue concentration was low. Article 3
investigated the potential of the bacterium Lactobacillus rhamnosos as a probiotic,
paraprobiotic and their combination on growth performance, health status, and
resistance of dourado (Salminus brasiliensis) infected with Aeromonas hydroplhila.
The fish (6.78 £ 1.65 g and 8.97 + 0.42 cm) distributed in 16 tanks (300 liters), at the
density of 15 fish/tank received the treatments: diet without additive (control diet),

probiotic (L rhamnosus 108 CFU), paraprobiotic (L. rhamnosus 10'° CFU) and synbiotic



(probiotic L. rhamnosus 108 CFU + paraprobiotic L. rhamnosus 10%° CFU), for 45 days.
Subsequently, the fish were challenged intraperitoneally with the bacterium A.
hydrophila (0.82 x 106 CFU). The diets with paraprobiotic and synbiotic improved the
condition factor of the fish about the control and the diet containing probiotic. In the
hematological analysis the values of hemoglobin, hematocrit, and number of
erythrocytes were reduced after the infection. There was a significant increase in
leukocyte activity after infection, regardless of treatment. Diets supplemented with
symbiotic and paraprobiotic provided greater total villi height and villi height compared
to fish that received the control diet. The number of goblet cells was higher in fish that
received diets containing symbiotic and probiotic and the diet. The cytoplasm area of
hepatocytes from fish that received the paraprobiotic diet was higher. The diets with
paraprobiotic (L. rhamnosus) and symbiotic (L. rhamnosus viable + inactive) showed
potential height of the intestinal villi .The diets with paraprobiotic (L. rhamnosus) and
synbiotic (L. rhamnosus viable + inactive) showed potential to improve the relationship

between weight and length.

Keywords: morphometry, essential oil, probiotic, paraprobiotic
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta um grande potencial para aquicultura, uma vez que possui
uma grande costa maritima e reservatorios de agua doce, clima favoravel para
crescimento dos organismos, disponibilidade de terra e crescente demanda por
pescado no mercado interno (VALENTI et al., 2021). O estado de Mato Grosso do Sul
€ drenado por duas bacias, Alto Parana que representa 47,46% da area do estado e
pela bacia do rio Paraguai com 52,54% da area (ZEE-MS, 2009). Inimeras espécies
com alto potencial produtivo sdo encontradas na bacia do rio Paraguai, tais como,
curimba (Prochilodus Lineatus), pacu (Piaractus mesopotamicus), cachara
(Pseudoplatystoma reticulam), pintado (Pseudoplatystoma corruscans), dourado
(Salminus brasiliensis) e piraputanga (Brycon hilarii).

A piraputanga é uma espécie reofilica e pode ser encontrada em diversas
pisciculturas do pais. E conhecida por apresentar boa qualidade de carne, podendo
alcancar 56 cm de comprimento e pesar até 3,360 g (ZANIBONI FILHO; TATAJE;
WEINGARTNER, 2006). O dourado Salminus brasiliensis € outra espécie com grande
importancia econémica e social para a pesca artesanal, de subsisténcia e esportiva,
devido sua agressividade e voracidade € muito apreciada pelos pescadores
(SCORVO-FILHO, AYROSA, 1996; WEINGARTNER; ZANIBONI-FILHO, 2005). Nos
ultimos anos a pesca dessa espécie foi proibida, devido a reducdo das populacdes
nas areas de distribuicdo natural, com isso, tem-se buscado tecnologias para melhorar
a sua produgdo em cativeiro. Atualmente, o dourado é muito utilizado no controle de
espécies exoticas, como a tilapia, porém, assim como a piraputanga o dourado € muito
sensivel ao manejo e pouco se sabe da biologia de cultivo e questdes basicas do
sistema de producdo como nutricdo, perfil hematologico e resisténcia contra
patdgenos. Esses parametros, junto com as boas praticas de manejo, sdo importantes
para o sistema de producao.

Boas praticas de manejo associadas a qualidade de &agua adequada a
producdo e dieta equilibrada e de qualidade sdo essenciais para o0 sucesso da
producéo, no entanto, com o aumento da producao de pescado e a intensificacdo dos

sistemas produtivo, 0s peixes se tornam vulneraveis as doencas infecciosas



(ROMERO et al., 2012) e muitas vezes se faz o uso indiscriminado de antimicrobianos.
Com isso, estudos buscam métodos alternativos naturais e sustentaveis ao uso de
antimicrobianos que podem causar resisténcia bacteriana e imunossupressao
(GASTALHO; SILVA; RAMOS, 2014; WATTS et al., 2017), acumulo de residuos de
antibidticos sdo encontrados no tecido e no ambiente dos peixes, e isso pode gerar
problemas para a saude humana e animal (BARMAN et al., 2013). A adocéo de
medidas preventivas para melhorar a nutricdo, resposta imune e resisténcia as
doencas tornaram-se aliadas aos sistemas de producéao.

O uso de aditivos dietéticos tem sido amplamente explorado para reforcar o
estado de saude e o desempenho produtivo e fortalecer o sistema imunoldgico de
peixes. Diversas pesquisas testaram a eficacia de aditivos como: antioxidantes
(IBRAHEM et al., 2010; HAMRE et al., 2016); plantas ou extratos vegetais (SOARES
et al.,, 2020; ZANUZZO et al., 2014); Oleos essenciais na dieta ou na agua de
transporte (BRUM et al., 2017; ALMEIDA et al., 2021; BOAVENTURA et al., 2021;
SILVA et al., 2021); glucanos (PILARSKI, et al., 2017; CHING et al., 2021); prebidticos
(CAMPOS et al., 2021; MOHAMMADIAN et al., 2021) e probitticos (RODILES et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2019).

O desempenho produtivo pode ser avaliado pelo ganho de peso, taxa de
crescimento especifico, conversdo alimentar aparente, entre outras, e € uma pratica
comumente usada para testar o quanto um peixe pode ser promissor nos sistemas de
producdo, sendo de fundamental importancia na producdo animal. As avaliacdes
corporais sdo informativas, pois nela condensa as informacfes de parametros
morfométricos (GOMIERO et al., 2009), que auxiliam na investigacado de relagbes
matematicas entre duas caracteristicas (SHANMUGAM et al., 2000; NOWAK et al.,
2009), ampliando o conhecimento sobre a relacdo de crescimento em diversos
ambiente. Diante disso, 0 presente estudo visa compreender alguns aspectos
produtivos como o crescimento alométrico e o uso de aditivos na producdo e

transporte de peixes nativos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Peixes nativos

A producédo de peixes nativos em 2020 foi de 278.671 t, equivalente a 34,7% da
producdo nacional (PEIXE BR, 2021), sendo ainda uma producdo pequena
comparada as espécies exéticas. Entre os maiores produtores estdo Rondbnia
(65.000 t), seqguido do Mato Grosso (42.000 t), Maranhao (40.800 t), sendo o tambaqui
0 peixe nativo mais produzido (PEIXE BR, 2021). Entretanto, o Brasil possui inUmeras
espécies nativas com potencial para produgdo como tambaqui (Colossoma
macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus), surubins (Pseudoplatystoma sp),
pirarucu (Arapaimas gigas), piraputanga (Brycon hilarri) e dourado (Salminus
brasiliensis) (DELA FLORA et al., 2010), porém muitas dessas espécies ainda falta
aporte cientifico e tecnolégico para producédo em grande escala (OSTRENSKY et al.,
2008).

O dourado Salminus brasiliensis, pertence a ordem dos peixes characiformes
(BRITSKI et al., 2007), apresenta coloracdo amarelo-dourado no corpo e nadadeiras
alaranjadas, ampla distribuicdo geografica e é topo de cadeia alimentar devido ao
habito alimentar carnivoro (ESTEVES; PINTO LOBO, 2001). Em funcdo do instinto
predador e agressivo o dourado € muito apreciado na pesca esportiva e pelas
caracteristicas organolépticas, como qualidade e sabor de sua carne (KUBITZA,
2017). Na producdo possui crescimento rapido, alto valor agregado, rusticidade, facil
adaptacdo e boa aceitacdo de alimentacao artificial, apesar de ser uma espécie
altamente carnivora, com tendéncia a canibalismo, sua larvicultura € realizada com
sucesso apos o treinamento alimentar (WEINGARTNER; ZANIBONI FILHO, 2013), no
entanto sofrem grande estresse com o manejo (MEURER et al., 2008).

No género Brycon sé@o encontradas mais de 40 espécies, sendo considerado um
dos principais de agua doce (LIMA, 2003). A piraputanga € originaria da bacia do
Prata, mas pode ser encontrada no médio Parand e em toda bacia do rio Paraguai
(SANCHES et al., 2007), possui habito alimentar onivoro, mas sua espécie é
conhecida como oportunista, pois ndo apresenta seletividade alimentar (REYS et al.,
2008). Gosta de habitar agua claras, por isso é atracdo ecoturistica da regido de
Bonito, MS (SABINO; ANDRADE, 2003), e sdo muito apreciadas na pesca comercial



devido a qualidade da carne. Ambas as espécies, dourado e piraputanga, sdo muito
conhecidas no estado do Mato Grosso do Sul, principalmente devido ao apreco na
pesca, no entanto, existem poucos estudos sobre essas espécies. Nos Ultimos anos
a producéo de peixes nativos vem sendo incentivada com o intuito de preserva-los e
maneja-los de forma adequada, porém sua producdo ainda é pouca expressiva e
conhecer a espécie de cultivo é essencial para se iniciar uma producao

Na piscicultura, o monitoramento dos parametros de qualidade de agua, despesca,
transporte de peixes (para troca de tanque ou venda) e biometrias sao préaticas
corriqueiras. As biometrias sdo importantes para avaliar o estado de salude e monitorar
0 crescimento dos animais, pois por meio dos parametros de desempenho € possivel
obter dados de ganho de peso, conversao alimentar, taxa de crescimento, fator de
condicdo, entre outros parametros de desempenho produtivo.

2.2 Crescimento alométrico

As mudancas de tamanho e forma de um animal podem ser estudadas por meio
do crescimento alométrico. Essas caracteristicas auxiliam no desenvolvimento da
piscicultura em diversos aspectos da producéo (SILVA, 2019). A producédo de carne
depende quase que exclusivamente do crescimento, que € um fator indispensavel na
cadeia produtiva, por isso, os conhecimentos basicos do crescimento animal fazem-
se necessarios para a sua aplicacdo direta, visando uma maior eficiéncia de producéo
(SANTOS, 1999)

O crescimento do animal pode ser considerado como um aumento na massa
dos tecidos estruturais e oOrgdos, acompanhado por uma mudan¢ca na forma ou
composicao, resultante do crescimento diferencial das partes que compdem 0 corpo
do individuo (ELIAS, 1998).

A alometria estd relacionada a escala de parametros das proporcgoes,
morfométricas e quimicas do animal, devido ao aumento do mesmo, dessa forma,
conservando a relagéo entre peso com peso e ndo do tempo necessario para alcanga-
lo (GOMIERO et al., 2009, 2009; BASSANEZI; DINIZ, 2015). O principal objetivo desta
avaliacdo alométrica é compreender parte das diferencas quantitativas entre os
animais, bem como, considerar um fator eficaz para analise de carcaca e seus

componentes, estimando os padroes de desempenho dos cortes (GARCIA, 2006),



aspectos biolégicos (LAXMILATHA, 2008), adaptacdo e desenvolvimento em
diferentes ambientes (SAIKIA, 2012), entre outros

O crescimento alométrico refere-se a taxas diferenciais de crescimento de duas
caracteristicas mensuraveis de um organismo, muitas vezes descrito como
alteracdes/transformacdes da morfologia correlacionadas com a dimensao
(BASSANEZI; DINIZ, 2015). E calculada pela equacéo alométrica de HUXLEY (1932)
Y= aXP, porém é necessario a transformacao logaritmica dessa equacao para analises
estatisticas.

A transformacdo logaritmica converte a equacdo exponencial em uma
regressao linear simples, dada por InY= Ina + binX, em que “Y” é o0 peso do tecido ou
orgao; “X” € o peso de outra porgao ou de todo o organismo, “a” é a intercepgao do
logaritmo da regresséo linear sobre Y e “b” o coeficiente de crescimento alométrico
relativo, ou o coeficiente de alometria, que é a velocidade relativa de crescimento de
“Y” em relagéo a “X”.

Existem diferentes tipos de crescimento, em relacdo ao comprimento total,
sendo que se o resultado encontrado pela equacéo for maior que 3,0, o incremento
em peso € maior do que o incremento em comprimento total (crescimento alométrico
positivo). Se o valor for inferior a 3,0, o incremento é maior em comprimento total do
gue no peso (crescimento alométrico negativo). No caso de isometria, o peixe sofreu
incremento iguais nas dimensdes (YANKOVA et al., 2011; TAH et al., 2012).

2.3 Oleos essenciais no transporte de peixes

Na aquicultura e na maioridade das areas do conhecimento atuais, o mercado
de produtos naturais apresenta crescimento favoravel, em que utilizacdo de 6leos
essenciais ocupa uma posicado de destague. Os 6leos essenciais sdo compostos
naturais, volateis e complexos, formados por hidrocarbonetos e alcoois, substancias
odoriferas e liquidas, obtidas a partir de vegetais crus (EDRIS, 2007; BAKKALI et al.,
2008; SWAMY et al., 2016), encontradas nas partes das plantas como a raizes, folhas,
caules, flores e frutos, porém em grandes quantidades séo feitos os extratos botanicos
ou 0s 6leos a partir de hidro destilacao.

Diversos estudos tem investigado o uso de 6leos essenciais como anestésicos

naturais para peixes, Oleos de cidreira Lippia alba em tambaqui Colossoma



macropomum (Santos Batista et al. 2018), alfavaca cravo Ocimum gratissimum em
cachara Pseudoplatystoma reticulatum (SILVA et al. 2020), manjericdo Ocimum
basillicum em tilapias (VENTURA et al., 2020), erva-santa Aloysia gratissima em
linguado Paralichthys orbignyanus (BENOVIT et al., 2012) e melaleuca Melaleuca
alternifolia em Amphiprion clarkii (CORREIA et al., 2018). Neste cenario, o uso de
Oleos essenciais nos diferentes manejos na piscicultura tem ganhado cada vez mais
espaco para operacdes de manejos, como por exemplo o 6leo de cravo.

O 6leo de cravo é extraido da planta cravo da india, sendo seu composto
majoritario o eugenol, sendo esse um dos Unicos anestésicos liberados para o uso em
peixes destinados ao consumo humano nos Estados Unidos pelo Food and Drug
Administration - FDA (agéncia norte-americana reguladora de drogas e alimentos). E
0 anestésico para peixe mais difundido em todo mundo, porém apresenta custo
elevado e apds 0 uso em peixes, o tempo de depuracédo é de 21 dias (ROUBACH e
GOMES, 2001).

Ademais, 0 manejo de transporte de peixes vivos é uma pratica necessaria e
comum na producao de peixe, podendo ser utilizado para pequena distancia, no caso
de transporte de peixes para laboratorio de reproducao e transferéncia de tanques,
ou, longa distancia quando os peixes sdo comercializados vivos. Ha diversas técnicas
de transporte, indicadas para peixes pequenos € o sistema fechado consiste em sacos
plasticos contendo 4gua e oxigénio dissolvido, na propor¢céo de 1:2, esses sacos sao
vedados para ndo ocorrer saida de ar, para melhor protecédo e controlar a temperatura
esses sacos podem ser dispostos em caixa de papeldo. Ja o sistema aberto, é
indicado para peixes maiores e também pequenos, é realizado em caixas especificas
para transportes de peixes, essas caixas recebem agua e devem ser dotadas de
bombas para aeracédo constante que podem ser controladas (BERKA, 1986; LIM et
al., 2003).

Os dejetos e excretas dos peixes sdo 0s principais responsaveis da piora da
gualidade da agua durante o transporte, por isso a utilizacdo do jejum de pelo menos
24h é essencial em todos os tipos de transportes, e sdo medidas que se nao
realizadas podem prejudicar o0s parametros fisico-quimicos da 4&gua
(BALDISSEROTTO, 2002). O parametro de qualidade de agua mais importante a ser
mantido durante o transporte € o oxigénio dissolvido, que esta relacionado com outras

variaveis como a temperatura da agua e densidade de estocagem (LIM et al., 2003).



A concentracdo do dioxido de carbono é outro aspecto importante no transporte, pois
a respiracdo dos peixes resulta na excrecdo de CO2 na agua, e em concentracao
elevada pode acidificar a 4gua do transporte e/ou esse residuo metabdlico pode-se
acumular no sangue dos peixes, levando a acidificacdo sanguinea que afeta o
transporte de oxigénio pelo efeito Root (a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio é
menor em meios de pH mais baixos) (RANDALL e LINN, 1993; MACINTYRE et al.,
2008).

O transporte € certamente um dos principais problemas que afeta a
homeostase dos peixes, pois 0s animais sofrem diversos fatores estressantes e a
gueda na qualidade da agua pode afetar diversos aspectos fisioldgicos dos peixes
podendo causar até mortalidade (BARTON, 2002; SAMPAIO; FREIRE, 2016;
SHABANI et al., 2016). O uso de aditivos naturais pode ser uma alternativa para
melhorar a resisténcia dos peixes frente a situacdes adversas. A eficacia dos 6leos
essenciais durante o transporte de peixes foi comprovada por alguns autores que
relataram efeito sedativo, menor excrecdo de amonia e gasto de oxigénio, e melhora
no estado imunolégico e na vida util da carne do peixe (BENOVIT et al., 2012;
ZEPPENFELD et al., 2014; BARBAS et al., 2020; MOOSAVI-NASAB et al., 2020;
BOAVENTURA et al., 2021).

2.4 Probidtico

O termo "probidticos" originado do grego, significa "pré-vida", sendo anténimo
de antibidtico que significa “contra-vida” (PARKER, 1974). Segundo a FAO,
probiodticos podem ser definidos como microrganismos vivos, que administrados em
quantidades adequadas conferem beneficio a satde do hospedeiro (Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacéo e Agricultura, FAO, 2001). Segundo Gatesoupe
(1999), os probioticos sédo células microbianas especificas que entram no trato
gastrointestinal e sdo capazes de manterem-se vivas, reforcando a satde dos animais
e auxiliando na recomposicdo da microbiota intestinal. Apos a administragdo, esses
microrganismos sdo capazes de colonizar e se multiplicar no intestino do hospedeiro,
modulando varios sistemas bioldgicos e restaurando o equilibrio microbiotico
(DAWOOD et al., 2019; EL-SAADONY et al., 2021). Alguns efeitos das bactérias nao
patogénicas estao apresentados na Figura 1.



MERRIFIELD et al. (2010) propuseram uma definicdo distinta de probidticos,
dada a natureza da piscicultura e a relacdo mais préxima com 0 meio aquatico:
“Probidtico é qualquer célula microbiana fornecida pela dieta ou agua de criagéo que
beneficie o peixe (hospedeiro), produtor ou consumidor de peixe, melhorando o
equilibrio microbiano do peixe”. Deste modo, os beneficios diretos ao hospedeiro sao
a imunestimulacdo, a melhora da resisténcia a doencas, a reducdo da resposta ao
estresse, e a melhora da morfologia intestinal. Os beneficios para o produtor ou para
o consumidor sdo a melhoria do apetite dos peixes, desempenho do crescimento e
utilizacdo dos alimentos, melhora na qualidade da carcaca e a reducdo das
malformacdes.

Os probidticos podem ser agrupados de acordo com as caracteristicas dos
microrganismos, 0s principais grupos sdo: Aerbbicos (Bacillus); anaerdbicos
(Clostridium); bactérias acido-lacticas (Bifidobacterium, Lactobacillus) e leveduras
(Streptococcus) (TEIXEIRA, 2001). Entretanto, deve ressaltar que cada cepa tem
propriedades especificas e o efeito probidtico de cada cepa ndo deve ser extrapolado
para outras cepas (BURITI; SAAD, 2007).

O modo de acdo dos probidticos ainda ndo foi completamente esclarecido,
embora tenham sido sugeridos varios processos que podem atuar
independentemente ou associados (COPPOLA; TURNES, 2004). Os principais
mecanismos de a¢ao sao:

Producdo de compostos inibitérios: os probiéticos produzem e liberam compostos
inibidores que desempenham um papel importante na prevencao de doencas. (TINH
etal., 2007; SUGITA et al., 2009). Como a alterac&o do pH intestinal que nao favorece
as bactérias patogénicas.

Exclusdo competitiva: as bactérias probidticas competem com os patdgenos por
nutrientes, sitios de adeséo e pela colonizagéo do intestino, A adesao de patégenos
na parede do intestino pode causar grandes danos ao hospedeiro (BALCAZAR et al,
2006; LAZADO et al., 2011). Ghosh et al. (2008) relataram que Bacillus subtilis reduziu
significativamente quantidade de Aeromonas, Pseudomonas e Coliformes totais
peixes ornamentais.

Modulacdo das respostas imunes: o sistema imunolégico ndo especifico pode ser
estimulado por probidticos, melhorando a resisténcia natural e a capacidade de
sobrevivéncia dos peixes (HOSEINIFAR et al., 2018; MOHAPATRA et al., 2013).



Lactobacillus plantarum isolado de intestinos de bagres hibridos (Clarias gariepinus x
Clarias macrocephalus) quando adicionado a dieta melhorou a resposta imune inata
e a resisténcia a doencas em bagres hibridos (BUTPROM; PHUMKHACHORN;
RATTANACHAIKUNSOPON, 2013).

Melhoria da qualidade da agua: os probiéticos quando adicionados na agua podem
atuar como biorremediadores e biocontroladores. Os biorremediadores séo usados na
aquicultura para combater os efluentes produzidos nos sistemas de producao e
melhorar a qualidade de 4gua. Os biocontroladores tem a capacidade de reduzir a
concentracdo dos agentes patogénicos no ambiente de producdo (ANTONY; PHILIP,
2006).

Os probiéticos aplicados na agua do sistema de criagdo ajudam a aumentar as

espécies microbianas do ambiente melhorando a qualidade da agua (BALCAZAR et
al., 2006). Foi comprovado que bactérias gram-positivas agem beneficamente na
melhoria da qualidade agua do sistema, convertendo matéria organica em diéxido de
carbono e mantém o pH e oxigénio dissolvido em niveis ideais para camarao
(AGUIRRE-GUZMAN et al.,, 2012). Outros probiéticos podem agir corrigindo 0s
problemas de toxicidade causados pela amdnia e nitrito, por meio do fornecimento de
culturas de bactérias nitrificantes (MOHAPATRA et al., 2012).
Promover o equilibrio da microbiota intestinal: uma das caracteristicas mais
importantes dos probiéticos é de aderir e proliferar no local especifico (MOHAPATRA
et al.,, 2012), sendo considerado um pré-requisito para a colonizacdo, atividade
antagOnica contra enteropatdégenos e modulagéo do sistema imune (BUSANELLO et
al., 2012). Probiético Bacillus subtilis adicionado na dieta de tildpia aumentou o
namero de comunidades de bactérias autoctones no intestino (HE et al., 2013)

Muitos estudos investigaram os beneficios do modo de agéo dos probidticos,
porém sua viabilidade depende das condigBes de armazenamento e muitas bactérias
probidticas perdem sua viabilidade durante o armazenamento (NAYAK ,2010). E uma
das grandes preocupacbes de se utlizar cepas vivas € a possibilidade de
transferéncia do gene de viruléncia de um patégeno para microrganismos probidticos
no ambiente aquéatico (NEWAJ-FYZUL; AL-HARBI; AUSTIN, 2014). Diante disso, o
uso de microrganismos nado viaveis tem sido abordado em estudos recentes, pois

também fornecem beneficios a saude.
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MELHORA A SAUDE E O DESEMPENHO DO ANIMAL
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Figura 1. Efeitos das bactérias ndo patogénicas no trato intestinal.

2.5 Paraprobioticos

O termo “paraprobidtico” anteriormente era referido aos probidticos inativos ou
probidticos fantasmas e poOsbibticos definido como produtos bacterianos néo viaveis
ou subprodutos metabdlicos de microrganismos probidticos que tem atividade
biolégica no hospedeiro (TSILINGIRI; RESCIGNO, 2013; TSILINGIRI et al., 2012).
Atualmente, paraprobidtico € usado para células microbiana nédo viaveis (intactas ou
guebradas) ou fracBes celulares (com composi¢cdo quimica complexa) quando
administrada adequadamente pode conferir beneficio a salude e bem-estar do ser
humano ou animais (TAVERNITI; GUGLIELMETTI, 2011). Estudo averiguaram que
0s paraprobibticos sdo capazes de modular o sistema imunolégico, pois compostos
da parede celular podem aumentar a sistema imunologico, a adesdo as células
intestinais pode ser aumentada, resultando em maior inibicdo de patégenos e
secrec¢do de varios metabdlitos (ALMADA et al., 2016)

A atividade imunomoduladora dos paraprobiético pode ser influenciada pelo
meétodo de inativagdo do microrganismo, que pode ser por meétodos fisicos (calor,
radiacao, ultravioleta, alta pressao, liofilizac&o) ou quimica (Desativacao acida), porém
a escolha mais apropriada vai depender do microrganismo escolhido, pois cada
método atingi estrutura e fungdes metabolicas diferentes (ALMADA et al., 2016;
TAVERNITI; GUGLIELMETTI, 2011).
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O potencial do paraprobiético em estimular o sistema imunologico foi relatado
em varios estudos, por meio do aumento da atividade fagocitica e burst respiratério
(ROMAN et al., 2012), maior complemento hemolitico e niveis de imunoglobulinas
(YAN et al., 2016), aumento da atividade lisozima sérica, fosfatase alcalina e proteina
sérica (SINGH et al., 2017). Outro beneficio que o uso de paraprobidtico pode conferir
ao hospedeiro, € a melhora o sistema imunologico contra doencas causadas por
patégenos. Os mecanismos de inibicdo contra os patdgenos ndo sdo muito claros,
mas supdem que a imunoestimulacdo é o principal modo de acdo que confere
resisténcia do hospedeiro contra microrganismos patogénicos (CHOUDHURY,
KAMILYA, 2019). Em estudo, paraprobiotico Bacillus subtilis (inativado com formalina)
adicionados a dieta, aumentou a capacidade de sobrevivéncia da truta arco-iris
desafiados experimentalmente com Aeromonas sp. (NEWAJ-FYZUL et al. 2007).
Bactéria acida latico inativada pelo calor e incubada com Vibrio anguillarum, inibiu
significativamente o crescimento de patogenos (VILLAMIL et al., 2002).

No intestino coexistem microrganismos que em equilibrio com o hospedeiro e
essa microbiota intestinal é responsavel por muitos processos metabdlicos,
nutricionais, fisioldgicos e imunologicos do corpo humano, principalmente pela
absorcdo de energia da dieta. Paraprobidtico Lactococcus ssp. na dieta de
camundongos atuou na supressao do crescimento de bactérias intestinais nocivas e
reduziu a inflamacao e os danos intestinais causados pela colite induzida, no entanto,
0 mecanismo de a¢do ainda nao esta claro (ALMADA et al., 2016). Diante disso, as
evidéncias de que os paraprobioticos sdo capazes melhorar a saude e respostas

biolégicas do hospedeiro por meio de diversas agoes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e O estudo teve como objetivo compreender alguns aspectos produtivos como o
crescimento alomeétrico e o uso de aditivos na producéo e transporte de peixes

nativos.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar o padrdo de crescimento alométrico das medidas corporais de
juvenis de piraputangas (Brycon hilarii) produzidas em hapas dentro de viveiro
escavado.

e Investigar o efeito do 6leo essencial de Ocimum gratissimum na qualidade de
agua, nos parametros sanguineos e verificar se ocorre residuos dos compostos
do OE OG em Brycon hilarii submetidos ao transporte de duas horas.

e Analisar o potencial da bactéria Lactobacillus rhamnosos como probiético e
paraprobidtico (inativo) e sua associacdo sobre o desempenho produtivo,
estado de saude e a resisténcia do dourado (Salminus brasiliensis) infectados

experimentalmente com Aeromonas hydrophila.
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Resumo

Avaliacbes biométricas sdo indispensaveis para determinar caracteristicas de
crescimento relacionadas ao peso e comprimento dos peixes. Esse estudo teve como
objetivo determinar o padrdo de crescimento de juvenis de piraputangas (Brycon
hilarii) produzidas em hapas dentro de viveiro escavado. As piraputangas foram
anestesiadas e microchipadas e, aferidas as medidas de comprimento (11,89 + 0,63
cm) e peso (18,35 £ 3,16 g). Posteriormente, foram distribuidas em seis hapas de 8
m?3 na densidade de 20 peixes/hapa, totalizando 120 animais. Durante o periodo
experimental os peixes foram alimentados duas vezes (5% da biomassa) ao dia e a
cada 30 dias todos os peixes foram amostrados para mensuracdo das caracteristicas
biométricas: peso corporal (g); comprimento padrdo; comprimento total; altura da
cabeca; comprimento da cabeca; altura do corpo e largura do corpo (cm). Os célculos
da relacdo de peso com as caracteristicas biométricas foram determinados por meio
da equacao alométrica de Huxley (1932) e estimados por regressao linear de acordo
com o log da equacédo Y =log a + b log X. Todas as correlacdes testadas foram
significativas pelo teste t de Student (p<0,05). O crescimento alométrico foi positivo
em todas as varidveis, exceto para as relacdes de peso x largura do corpo,
comprimento padrao x comprimento da cabeca e comprimento padrdo x altura do
corpo. O fator de condigéo relativo das piraputangas observado no presente estudo
foi de 1,00. O estudo forneceu informacdes dos parametros alométricos de juvenis de
Brycon hilarri criados em hapas, o fator de condic¢édo relativo indicou boas condi¢cbes

de crescimento das piraputangas com crescimento foi alométrico positivo.

Palavras chave: biometria, crescimento, morfometria, relacées morfométricas
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Abstract

Biometric assessments are suitable for fish weight and length growth characteristics.
This study aimed to determine the growth pattern of juvenile piraputangas (Brycon
hilarii) raised on hapas in an excavated pond. Piraputangas weighing 18.35 + 3.16 g
total length of 11.89 + 0.63 cm (mean = SD), were anesthetized for morphometric data
collection, individuals received from the identification microchip and, later, were
distributed, identification randomly, in 6 hapa of 8 m3 at a density of 20 fish/hapa.
During the experimental period, the fish were fed twice (5% of the biomass) a day and
every 30 days all fish were sampled to measure the biometric characteristics: body
weight (g); standard length; total length; head height; head length; body height and
body width (cm). The calculations of the weight relationship with the biometric
characteristics were determined using the allometric equation of Huxley (1932) and
estimated by linear regression according to the log of the equation Y =log a + b log X.
All tested correlations were significant by the Student's t-test (p<0.05). Allometric
growth was positive in all variables, except for weight x body width, standard length x
head length, and standard length x body height ratios. The relative condition factor of
piraputangas observed in the present study was 1.00. The study provided information
on the allometric parameters of Brycon hilarri juveniles reared on hapas, the relative
condition factor indicated good growth conditions for piraputangas with positive
allometric growth.

Keywords: biometry, growth, morphometry, morphometric relationship
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1. Introducéo

Na producao animal o processo de crescimento influencia, quase que diretamente
na producédo de carne (Bridi 2006), por isso conhecimentos basicos do crescimento
animal € importante para a sua aplicacdo, visando uma maior eficiéncia na producao.
O desenvolvimento do formato do corpo é o que caracteriza o crescimento de um
animal e pode ser monitorado por medidas ou indices morfométricos (Boussou et al.
2010). A morfometria & definida como o estudo da mudanca da forma e do tamanho,
e da relacdo dessas duas variaveis, podendo também ser relacionada com diversas
outras variaveis, como, por exemplo, a idade, o0 sexo, ou as relacdes histdricas entre
os organismos estudados (Moraes 2003; Santos et al. 2007).

As avaliacbes das caracteristicas corporais realizadas por meio de biometrias,
monitoram o crescimento dos organismos aquaticos em diversos tipos de ambientes,
naturais ou experimentais (Kumar et al. 2012; Varela et al. 2012). Diante dessas
medidas podemos identificar o padrédo de crescimento, condicées de habitat e saude
(Froese 2006). As medidas morfométricas nos peixes podem variar de acordo com as
caracteristicas de cada espécie, e influencia no peso corporal e no rendimento do filé
(Bosworth, Libey e Notter 2001). A distingdo entre crescimento em comprimento e
crescimento em peso pode ser sutil, mas em termos fisiologicos, eles envolvem
processos diferentes. Uma parte importante do crescimento de peso pode ser devido
ao acumulo e restauracdo de reservas de energia, enquanto o crescimento em
comprimento se refere a sintese de moléculas estruturais (Couture et al. 1998).

A relagdo peso-comprimento de uma espécie fornece informacfes importantes
para avaliar populacdes de peixes e estimar o padrdao de crescimento e peso
(Mahmood et al. 2012; Antonetti et al. 2014). A relagéo empirica entre 0 comprimento
e 0 peso dos peixes auxilia no entendimento da historia natural de espécies de peixes
gue sédo comercialmente importantes, visando sua conservagado, e conhecimento
sobre as mudancas climaticas e ambientais (Sarkar et al. 2013). Diante dessa relacéo
pode-se estimar o fator de condi¢do, que é considerado um indicador quantitativo do
grau de higidez ou bem-estar das espécies, garantindo sucesso populacional, pois
influéncia no crescimento, reproducéo e sobrevivéncia (Le Cren 1951; Vazzoler 1996).

O género Brycon compreende cerca de 40 espécies, algumas se destacam pelo

grande potencial produtivo e boa atratividade na pesca esportiva (Ceccarelli e
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Senhorini 1996; Lima 2003; Ganeco e Nakaghi 2003). A piraputanga (B. hilarii
(Valenciennes, 1850) é uma espécie endémica da bacia do Rio Paraguai, possui
grande importancia ecoldgica e € muito apreciada pela qualidade da sua carne (Lima
2003; Zaniboni Filho et al. 2006). E descrita como peixe de escamas, corpo alongado
e um pouco comprimido e seu comprimento pode chegar até 56 cm (Froese e Pauly
2011), no entanto, pouco se sabe sobre a morfometria, relacdo peso-comprimento e
0 padréo de crescimento dessa espécie.

Dados sobre crescimento alométrico sdo cruciais para promover o
desenvolvimento de protocolos de criacao ideais e melhorar a eficiéncia de producéo
de juvenis de alta qualidade. Diante disso, este estudo teve como objetivo determinar
0 padréo de crescimento alométrico das medidas corporais de piraputangas (Brycon
hilarii) produzidas em hapas dentro de viveiro escavado.

2. Material e Métodos

2.1. Animais e condi¢cdo amostral

Juvenis de piraputangas (Brycon hilarii), com peso de 18,350 + 3,16 g e
comprimento total de 11,89 + 0,63 cm (média + DP), foram obtidos de uma piscicultura
comercial e aclimatados por 30 dias em uma hapa multiflamento (5 mm) de 8 m?
instalada em um viveiro escavado, no setor de piscicultura da Universidade Estadual
de Mato Grosso do Sul, Campus de Aquidauana. Os peixes foram alimentados duas
vezes ao dia, com ragdo comercial extrusada contendo 36 % de proteina bruta.
Todos os procedimentos envolvendo o0s animais seguiram as diretrizes para
procedimentos experimentais em pesquisa animal do Comité de Etica do Uso Animal
(CEUA) da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul — UEMS, Aquidauana, MS,
Brasil (Protocolo n° 014/2021).

2.2. Variaveis biométricas
ApoOs o periodo de adaptacéo, os peixes foram anestesiados em solucao de eugenol

(50 mg L1) para coleta dos dados morfométricos, individualmente cada peixe recebeu

um microchip de identificacdo e em seguida foram distribuidos, aleatoriamente, em
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seis hapas de 8 m3 na densidade de 20 peixes/hapa. As hapas foram distribuidas em
um viveiro escavado de 100 m?, cada hapa continha entrada de agua extra para ajudar
na oxigenagdo e na renovacdo da agua. Durante o periodo experimental os peixes
foram alimentados duas vezes ao dia, com racdo extrusada contendo 36% PB nos
guatro primeiros meses e 32% PB nos meses seguintes, na taxa de arragcoamento de
5% da biomassa. A quantidade de racdo fornecida foi ajustada de acordo com as
biometrias realizadas no decorrer da producéo, a cada 30 dias, durante sete meses.
A biometrias foram realizadas com auxilio de paquimetro, ictibmetro e balanca digital
semi-analitica. As caracteristicas biométricas avaliadas foram (Figura 01):

e Peso corporal em gramas (Peso);

e Comprimento padréao (cm) (CP - compreendido entre a extremidade anterior
da cabeca para o perimetro mais pequeno do pedunculo - insercédo da
nadadeira caudal);

e Comprimento total em cm (CT - compreendido da extremidade anterior da
cabeca e o final da nadadeira caudal);

e Altura da cabeca (Acab): medida que compreende entre a parte inferior e a
parte superior da cabeca;

e Comprimento da cabeca em cm (Ccab - compreendido entre a extremidade
anterior da cabeca e o bordo caudal do opérculo);

e Altura do corpo em cm (Acor - medida a frente do 1° raio da nadadeira
dorsal);

e Largura do corpo em cm (Lcor — medida a frente do 1° raio da nadadeira

dorsal);

Os parametros de qualidade de agua foram medidos trés vezes na semana e
estavam dentro dos niveis aceitavam para a piscicultura segundo Boyd (1990). No
periodo da manhd pH (6,48 + 0,19); oxigénio dissolvido (5,44 + 1,13 mg/L?) e
temperatura (28,70 = 1,79 °C); e no periodo da tarde pH (6,64 + 0,26); oxigénio
dissolvido (6,19 + 0,69 mg/L ') e temperatura (32,06 + 1,70 °C).

+
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CT Fonte: Arquivo pessoal

Figura 1. Medidas biométricas de juvenis de piraputangas Brycon hilarii cultivados em
hapas. CT comprimento total, CP comprimento padrdo, Acab altura da cabeca, Ccab
comprimento da cabeca, Acor altura do corpo e Lcor largura do corpo.

2.3. Andlise biométrica e estatistica

Os calculos dos dados da relagdo de peso com as caracteristicas
morfométricas mensuradas foram determinadas por meio da equacao alométrica de
Huxley (1932) Y = a XPonde, Y é o peso total (g), X é a caracteristica morfométrica
(cm), a ponto de intersecdo relacionado a forma do corpo e b coeficiente de
crescimento (Ricker 1973; Chen e Jackson 2000). Os parametros a e b foram
estimados por regresséo linear de acordo com o log da equacéo Y =log a + b log X.
Os valores obtidos do coeficiente de crescimento ou coeficiente angular (b) das
variaveis morfométricas foram testados pelo teste t de Student para avaliar se os
parametros diferem de zero. O coeficiente angular usado para caracterizar o tipo de
crescimento: crescimento isométrico quando b = 3, pois as taxas de desenvolvimento
de X e Y foram semelhantes no crescimento; alométrico positivo quando b > 3, Y
cresce proporcionalmente mais que X e crescimento alométrico negativo quando b <
3, 0 desenvolvimento de Y foi menor que o de X.

O fator de condigdo alométrico (K) foi determinado pela férmula: K = (W /L),
onde W e L representa o peso corporal (g) e comprimento total (cm), respectivamente
e b é coeficiente angular da regresséo entre a relacdo peso-comprimento (Vazzoler
1996). O fator de condicéo relativo foi determinando por Kn = Wt/We, sendo Wt o peso
total individual do peixe e We o peso esperado (estimado pela equacao obtida da
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relacdo peso comprimento). Quando Kn = 1 indica boa condicao de crescimento do
peixe, enquanto kn<1 indica que o peixe esta em condi¢cdo de baixo crescimento em

comparacao com o individuo médio como mesmo crescimento (Le Cren 1951).

3. Resultados e Discussao

As analises descritivas dos dados biométricos dos juvenis de piraputangas Brycon
hilarii estdo apresentadas pela média, desvio padréo, valores minimo e maximo e
coeficiente de variagcdo (Tabela 1). As variaveis comprimento total e padréo, altura da
cabeca, comprimento da cabeca e altura do corpo apresentaram coeficiente de
variacdo menores ou proximos a 10%, o que caracteriza pequena variacdo dos dados.

O coeficiente de variacao (amostral) foi maior para o peso dos peixes, e pode
estar relacionado a diversos fatores, como comportamento hierdrquico, mas era
esperado ser maior no peso. Na maioria dos sistemas de producdo € comum ocorrer
variagdes no peso e comprimento dos peixes, devido a dominancia de peixes maiores
no lote, por isso, € importante fazer a classificacdo dos peixes, para deixar o lote

homogéneo e diminuir a dominancia dentro dos tanques.

Tabela 1. Analise descritiva, média, desvio padrdo (DP), valor minimo e maximo e
coeficiente de variacdo (CV) das variaveis biométricas de juvenis de piraputangas

Brycon hillarii cultivados em hapas (n=108).

Medidas Média +DP Minimo Maximo CV %
Peso (g) 164,62 37,26 98,00 276,00 22,58
Comprimento total (cm) 23,00 1,89 15,50 27,00 8,26
Comprimento padréo (cm) 17,72 1,38 12,00 20,50 7,82
Altura da cabeca (cm) 3,96 0,29 3,30 5,30 8,16
Comprimento cabeca (cm) 4,57 0,37 3,50 5,80 7,82
Altura do corpo (cm) 6,00 0,62 3,80 7,50 10,58
Largura do corpo (cm) 2,60 0,32 1,50 3,25 12,38
Fator de condicéo relativo 1,00 0,11 0,65 1,55 11,60

Fator de condicdo alométrico 0,89 0,11 0,45 1,99 12,42
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O crescimento em peso de juvenis de Brycon hilarii em funcéo do tempo esta
apresentado na Figura 2. Foi observado que até 150 dias o crescimento em peso foi
acentuado, porém nOoS meses seguintes 0 crescimento em peso teve um
desenvolvimento mais lento. No geral, o peso médio foi baixo em relacdo ao tempo,
mesmo com densidade de estocagem de 2,5 peixes/m?, considerada adequada para
a espécie. Nao ha registros do desenvolvimento dessa espécie em hapas, talvez esse
sistema nado seja adequado para a espécie, por isso o desenvolvimento dos peixes
tenha sido lento.

180
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Figura 2. Crescimento em peso (médio) de piraputangas Brycon hilarri em funcéo do

tempo de producéo.

Couto et al. (2014) avaliaram a densidade de estocagem de piraputangas em
tanques-rede e apos 60 dias de cultivo obtiveram peso médio de 40,40 g, sendo maior
gue o presente trabalho que apresentou peso médio de 33,45 g. Apesar da espécie
Brycon hilarii ter um grande potencial para producdo animal, sua producdo ainda €
muito regional e ha relatos de produtores pontuando que o crescimento torna-se mais
lento a partir de 600 a 700 g. Na literatura ha poucos trabalhos sobre o desempenho
dessa espécie, e alguns tem como foco o papel ecoldgico da espécie como dispersor
de sementes nos periodos de migracdo (Sabino et al. 2005; Reys et al. 2008).

A relacdo peso-comprimento e fator de condicdo alométrico estao
apresentados na Figura 3. A relacdo peso-comprimento padrdo foi estabelecida

usando a equacdo y= 0,0089 x31981 (R?) 0,9696. O valor de b foi maior que 3,0
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indicando que as piraputangas apresentaram crescimento alomeétrico positivo, ou seja,
0 aumento no peso do animal foi maior do que o0 aumento em comprimento, iSso torna
0 peixe menos alongado e mais arredondado conforme cresce (Froese et al. 2011).
Essa relacéo fornece dados importantes do peso e biomassa dos peixes podendo ser
usado para comparar diferentes populacdes ou espécies, entre outros estudos
(Tavares-Dias et al. 2006; Froese et al. 2011). Podemos observar pelo diagrama de
disperséo da Figura 3 que alguns peixes ndo foram homogéneos quanto a amplitude
de variacdo, o que € normal num sistema de cultivo.

O fator de condicdo alométrico indica o estado de bem-estar do peixe ou boa
condicdo corporal, ndo podendo variar com o comprimento do peixe, sendo
correlacionado com a constante da relagdo peso-comprimento, expressa por P = aCP
(Braga 1986; Gomiero 2010). O seu valor reflete as condi¢des nutricionais sob a qual
0s organismos estdo se desenvolvendo (Araneda et al. 2008). O fator de condicéo
relativo (Figura 4) das piraputangas observado no presente estudo foi de 1,00,
indicando que o sistema de cultivo ndo prejudicou o crescimento dos peixes,
sugerindo um estado de bem estar. Esse dado serve como referéncia para a espécie,
ja que nao existem estudos avaliando o fator de condicdo. Em matrinxd podemos
encontrar fator de condicéo relativo variando de 1,12 (Benacon et al. 2015) a 1,00
oriundas de viveiro (Tavares-Dias et al. 2008).

A relacdo do peso corporal com as medidas morfométricas foram estimadas
pela equacao de regresséao linear simples e ajustaram-se ao modelo testado Tabela
2. Todas as correlacdes testadas foram significativas pelo teste t de Student (p<0,05),
isso indica que o peso tem uma forte relacdo sobre as medidas corporais (relagao de
dependéncia), assim como o comprimento padrdo tem uma forte relacdo com o
comprimento da cabeca e altura do corpo. O tipo de crescimento foi determinado pelo
valor obtido de b e foi identificado com crescimento alométrico positivo em todas as
variaveis, exceto para as relacdes de peso x largura do corpo, comprimento padrao x
comprimento da cabeca e comprimento padrdo x altura do corpo. Benacon et al.
(2015) observaram em Brycon amazonicus coletadas no lago do Breu - Amazonas
crescimento alométrico negativo b=1,809.

Peixes do género Brycon possuem o corpo alongado e a cabeca pequena, por
isso o valor de b para as relacdes comprimento padrdo x comprimento da cabeca e

comprimento padréo x altura do corpo foi menor que 3, indicando um desenvolvimento
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maior em comprimento do que cabeca e altura do corpo. O R? variou de 0,91 a 0,97 e
sua maior correlacéo foi observado entre peso-comprimento total, indicando constante
relacdo entre as duas variaveis.

Os coeficientes de correlacdo (r) sdo modelos matematicos quem medem as
relacbes entre variaveis e o que elas representam. Todos os coeficientes de
correlacdo foram positivos e acima de 0.95, isso indica uma forte relacdo entre as
varidveis estudadas. O valor do coeficiente de correlacdo entre peso e comprimento
total foi de 0,98, superior ao observado por Benacon et al. (2015) em Brycon
amazonicus (0,85) e igual ao encontrado por Tavares-Dias et al. (2006) em Brycon
orbignyanus (0,92).

Ha varios estudo sobre as relagcbes de peso-comprimento de diversas espécies
de peixes, esses registros ajudam a descrever o padrédo de crescimento de uma
determinada espécie, em diversos habitat e suas possiveis variacbes, e assim
entender melhor como cada espécie se desenvolve no seu ambiente. Varios fatores
podem interferir e afetar a composi¢cao do corpo dos peixes como a nutricdo e tamanho
do peixe (Ebbrahimi e Ouraji 2012) e parametros ambientais (Ali et al. 2001). Medidas
morfométricas como comprimento, largura e altura do corpo podem ser usados para
determinar o peso de abate e o rendimento do filé de tilapias (Goncalves et al. 2001,
Rutten et al. 2005).

O estudo forneceu informacdes dos parametros alométricos de juvenis de
Brycon hilarii criados em hapas. O crescimento alométrico foi positivo, assim, como
os coeficientes de correlacées. O valor médio do fator de condicao relativo foi igual a
um, indicando bom crescimento dos peixes. Esses dados sdo importantes para

caracterizar o padrédo de crescimento de piraputangas nesse sistema de producao.
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Figura 3. Diagrama de dispersdo da relacdo peso-comprimento de juvenis de

piraputangas Brycon hilarii produzidos em hapas durante 210 dias.

2,00
o
2
o)
© 1,50
Q
S 0000 o
T 1,00
§ 'ﬁ !" %.%Ii'a i”o;
3
— 0,50
o
©
LL

0,00

0 50 100 150

Peso total (g)
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piraputangas produzidas em hapas apés 210 dias. Valor padrao de Kn=1,0.
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Tabela 2. Equacdes de regressao para as relacdes entre variaveis morfométricas de

juvenis de piraputangas Brycon hilarii produzidos dias em hapas durante 210.

Variaveis " Equacéao de regresséao R2 cvV
relacionada (log P=log a +blogC) P
Peso x CT 0.98 LogP=-4.725+3.108 logCT 0.97 <0.001 28.26
Peso x CP 0.98 LogP=-4.219+3.1851logCP 0.96 <0.001 24.83

Peso x Acab 0.95 LogP=-0.039 + 3.439 logAcab 0.91 <0.001 56.70
Peso x Ccab 0.97 LogP=-0.831 + 3.903 logCcab 0.94 <0.001 58.20
Peso x Acor 0.98 LogP=0.519 + 2.501 logAcor 0.96 <0.001 51.97
Peso x Lcor 0.97 LogP=2.625 + 2.267 logL.cor 0.94 <0.001 74.55
CP x Ccab 0.97 LogCP=1.095 + 1.202 logCcab 0.94 <0.001 35.78
CP x Acor 0.98 LogCP=1.508 + 0.771 logAcor 0.96 <0.001 30.72

r= coeficiente de correlagéo, R?= coeficiente de determinag&o, p < 0.05.
Peso (P), comprimento total (CTl), comprimento padrédo (CP), altura da cabega (Acab), comprimento da cabega (Ccab), altura do
corpo (Acor) e largura do corpo (Lcor).

4. Referéncias

Ali M, Salam, A, Igbal, F (2001) Effect of environmental variables on body composition

parameters of Channa punctata. Journal of Research (Science) 12:200-206.

Antonetti DA, Leal ME, Schulz UH (2014) Length-weight relationships for 19 fish
species from the Jacui Delta, RS, Brazil. Journal Applied Ichthyology 30:259-260.

Araneda M, Perez EP, Gasca LE (2008) White shrimp Penaeus vannamei culture in
freshwater at three densities: condition state based on length and weight. Aquaculture
283:13-18.

Bosworth BG, Libey GS, Notter, DR (1998) Relationship among total weight, body
shape, visceral components, and fillet traits in palmetto bass (Striped bass female
Morone saxatilis x white bass male M. chrysops) and paradise bass (Striped bass
female Morone saxatilis x yellow bass male M. mississippiensis). Journal of World
Aquaculture Society 29: 40-50. doi.org/10.1111/j.1749-7345.1998.tb00298.x

Boussou CK, Konan FK, Edia EO, Ouattara M, Yves KB, Ouattara A, Gouréene G

(2010) Morphometric analysis of populations of Chromidotilapia guntheri (Sauvage,



38

1882) (Cichlidae, perciformes) in four coastal rivers of Cote d’lvoire (West Africa). Pan-

American Journal of Aquatic Sciences 5: 387-400.

Bridi AM (2006) Crescimento e desenvolvimento do tecido muscular. Universidade

Estadual de Londrina. Londrina-PR.

Ceccarelli PS e Senhorini JA (1996) Brycon: Viabilizacdo da producgéo de alevinos.

Panorama da Aquicultura 35:10-11.

Couture P, Dutil JD, Guderley H (1998) Biochemical correlates of growth and condition
in juvenile Atlantic cod (Gadus morhua) from Newfoundland. Can. J. Fish. Aquat. Sci.
55:1591-1598.

Dettlaff TA, Ginsburg AS, Schmalhausen Ol (1993) Sturgeon fishes. Developmental

biology and aquaculture. Berlin, Springer-Verlag.

Ebrahimi IG e Ouraji H (2012) Growth performance and body composition of kutum
fingerlings, Rutilus frisii kutum (Kamenskii, 1901), in response to dietary protein levels.
Turkish Journal of Zoology 36:551-558.

Froese R (2006) Cube law, condition factor and weight-length relationships: history,
meta-analysis and recommendations. Journal Applied Ichthyology 22:241-253.
doi.org/10.1111/j.1439-0426.2006.00805.x.

Froese R e Pauly D (2011) A Global Information System on Fishes.

http://www.fishbase.org. Acessado em 15 de dezembro de 2021

Ganeco LN, Nakaghi LSO (2003) Morfologia da micrépila e da superficie de ovocitos
de piracanjuba, Brycon orbignyanus (Osteichthyes, Characidae), sob microscopia

eletdnica de varredura. Acta Scientiarum. Biological Sciences 25:227-231.

Gomiero LM, Villares-Junior GA, Braga FMS (2010) Relacdo peso-comprimento e

fator de condicdo de Oligosarcus hepsetus (Cuvier, 1829) no Parque Estadual da



39

Serra do Mar - Ndcleo Santa Virginia, Mata Atlantica, estado de Séo Paulo, Brasil.
Biota Neotropica 10:101-105.

Gongalves TM, Almeida, AJL, Oliveira HN, (2001) Avaliacdo de caracteristicas de
carcacas de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). In: REUNIAO ANUAL DA
Sociedade Brasileira de Zootecnia, 2001, Piracicaba. Anais... Piracicaba: SBZ, 2001.
p.38.

Kumar T, Chakraborty S, Jaiswar KA, Sandhya KM, Panda D (2012) Biometric studies
on Johnie opssina (Cuvier, 1830) along Ratnagiri coast of Maharashtra. Indian Journal
Fish 59:7-13.

Le Cren ED (1951) The length-weight relationship and seasonal cycle in gonadal
weight and condition in the perch, Perca luviatilus. Journal of Animal Ecology, London
20:201-219.

Lima FCT (2003) Subfamily Bryconinae (Characins, tetras). In: Reis, R. E.; Kullander,
S. O.; Ferraris. C. J. Check list of the freshwater fishes of South and Central America.
Porto Alegre: Edipucrs 174-181.

Mahmood K, Mahmood Ayub Z, Moazzam MS, Siddiqui G (2012) Length-weight
relationship and condition factor of llisha melastoma (Clupeiformes: Pristigasteridae)

off Pakistan. Pakistan Journal of Zoology 44:71-77.

Moraes DA (2003) A morfometria geométrica e a “revolugdo na morfometria”
localizando e visualizando mudancas na forma dos organismos. Boletim - Revista de

Divulgacgéo Cientifica dos Estudantes de Biologia, Recife, n. 3.

Reist JD (1985) An empirical evaluation of several univariate methods that adjust for

size variation in morphometric data. Canadian Journal of Zoology 63;1429-1439.

Ricker WE (1973) Linear regressions in fishery research. Journal Research Board of
Canada 30:309-334.



40

Rutten MJM, Bovenhuis H, Komen H (2005) Genetic parameters for fillet traits and
body measurements in tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.). Aquaculture 246: 125-
132.

Sabino J, Reys PE, Galetti M (2005) Frugivoria e dispersdo de sementes por Brycon
hilarii no rio Formoso, Bonito, Mato Grosso do Sul, com énfase na conservacao
populacional. In: Encontro Brasileiro de Ictiologia: Ictiofauna Brasileira — estado atual
do conhecimento, 16, 2005, Jodo Pessoa. Livro de Resumos. Jodo Pessoa:

Sociedade Brasileira de Ictiologia e Universidade Federal da Paraiba, p. 151.

Santos VB, Freitas RTF, Logato PVR, Freato TA, Orfao LH, Millioti LC (2007)
Rendimento do processamento de linhagens de tilapias (oreochromis niloticus) em

funcao do peso corporal.Ciéncia e Agrotecnologia 31:554-562.

Sarkar UK, Khan GE, Dabas A, Pathak AK, Mir JI, Rebello SC, Pal A, Singh SP (2013)
Length weight relationship and condition factor of selected freshwater fish species

found in River Ganga, Gomti and Rapti, India. Jounal Environ Biol. 34:951-956.

Simon K, Mazlan A (2008) Length-weight and length-length relationships of archer and
puffer fish species. The Open Fish Science Journal 1:19-22.

Varela JL, Galaz T, De-la-Gandara F, Ortega-Garcia A, Medina A, Rodriguez-Marin E
(2012) Relationship between fork andintestine length in Atlantic bluefin tuna (Thunnus

thynnus).Collective Volume of Science Papers 68:236-239.



41

ARTIGO 2 Oleo essencial de Ocimum gratissimum (Linnaeus, 1753)
no transporte de Brycon hilarii

Fulvia Cristina Oliveira®, Claudia Andréa Lima Cardoso?, Cristiane Meldau de
Campos?!?

lUniversidade Federal de Mato Grosso do Sul, Programa de P6s-graduacdo em Ciéncia Animal, Campo
Grande -MS, Brasil

2Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Programa de Pds-graduagcédo em Recursos Naturais,
Dourados — MS, Brasil

8Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Programa de Pés-graduacdo em Zootecnia,
Aquidauana -MS, Brasil

Resumo

O transporte de peixes vivos é uma pratica comum na piscicultura, e, é certamente
um dos principais problemas que afetam a homeostase dos peixes e neste cenario o
uso de aditivos naturais tem-se mostrado promissor para melhorar a resisténcia dos
peixes frente a situacdes adversas. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos
do 6leo essencial de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.) na qualidade de agua,
perfil hematoldgico e residuos no plasma, filé e figado de juvenis de piraputanga
(Brycon hilarii) transportados por duas horas. Os peixes foram alocados em sacos
plasticos (10 L) sob trés doses de OE OG 10, 20 e 30 mg Lt e um grupo controle (sem
adicdo de OE), em triplicata. Apés o transporte de duas horas, os peixes foram
amostrados para colheita sanguinea, eutanasiados por hipotermia e uma por¢ao do
filé e do figado foram coletados, para a quantificacdo compostos do 6leo essencial,
sendo também quantificado no plasma. A sobrevivéncia durante e apds o transporte
foi de 100%. Os niveis de oxigénio permaneceram altos apos o transporte e o pH
diminuiu em todos os grupos. Apés o transporte a hemoglobina, CHCM e HCM
aumentaram nos peixes dos grupos OE OG 20 e 30 mg L em relacdo ao grupo
controle. Houve aumento no numero de neutréfilos nos peixes transportados com OE
OG 10 mg L™ e reducdo nos peixes que receberam doses de 20 e 30 mg L. No
entanto, com o crescente aumento das doses OE OG houve aumento de linfocitos e
dos compostos no plasma, filé e figado. Dose de 10 mg L' de OE OG no transporte
de juvenis de Brycon hilarii, € recomendada para transporte de duas horas, pois
garantiu a sobrevivéncias dos peixes, ndo afetando os parametros hematolégicos e

resultou em menor quantidade de residuos detectados no plasma, figado e filé.
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Palavras-chave: Anestésico, fitoterapico, qualidade da agua, piraputanga, residuo.

Abstract

The transport of live fish is a common practice in fish farming, however, it is certainly
one of the main problems that affect the homeostasis of other fish. The use of natural
additives can be an alternative to improve fish resistance to adverse situations. This
study aimed was to investigate the effects of clove basil essential oil (Ocimum
gratissimum L.) on water quality, hematological profile, and residues in plasma, fillet
and liver of juvenile piraputanga (Brycon hilarii) transported for duas hours. The fish
were placed in plastic bags (10 L) under three doses of EO OG 10, 20, and 30 mg L-!
and a control group (without the addition of EO), in triplicate. After two hours of
transport, the fish were sampled for blood collection, euthanized by hypothermia, and
a portion of the fillet and liver were collected for the quantification of essential olil
compounds, being also quantified in plasma. Survival during and after transport was
100%. Oxygen levels remained high after transport and pH decreased in all groups.
After transport, hemoglobin, CHCM and HCM increased in fish from the OE OG 30 mg
Lt group. There was an increase in the number of neutrophils in fish transported with
EO OG 10 mg L and a reduction in fish that received doses of 20 and 30 mg L}, as
well as monocytes and leukocytes. However, with increasing OE OG doses, there was
an increase in lymphocytes and compounds in plasma, fillet, and liver. A dose of 10
mg L of OE OG in the transport of juveniles of Brycon hilarii is recommended for a
two hours transport as it guaranteed the survival of the fish, not affecting the

hematological parameters and leaving a lower concentration of residues.

Keywords: Anesthetic, herbal medicine, water quality, piraputanga
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1. Introducéo

Nos ultimos anos a producdo e comercializacdo de peixes vivos tém se
intensificado no Brasil e no mundo, principalmente, devido a producao intensiva.
Diante disso, as praticas de manejo como, captura, biometrias, classificacdo e
transporte, sdo cada vez mais constantes (Becker et al., 2016). O manejo de
transporte envolve todas as praticas anteriores e junto com a deterioracdo da
qualidade da 4gua e adensamento, tornam os peixes susceptiveis a uma variedade
de fatores estressantes, que podem provocar consequéncias negativas no
desempenho produtivo (Trushenski et al., 2013; Tavares-Dias and Martins, 2017,
Valladao et al., 2018).

Compostos adicionados na &gua de transporte para aliviar os efeitos
fisioldgicos do estresse e promover o bem estar dos peixes tém sido foco de estudos.
Eles ocorrem por meio de varios mecanismos fisioldgicos, como sedacdo, integridade
e protecdo do muco e prevencdo contra doencas (Vanderzwalmen et al., 2019). Os
compostos podem ser sal (Baldisseroto et al., 2007; Tacchi et al., 2015), probiéticos
(Carvalho et al., 2009; Sutthi; Doan, 2020) e anestésicos sintéticos (Topic Popovic et
al., 2012; Bolasina et al., 2017). Os anestésicos sédo bastante usados na aquicultura,
pois proporcionam bem-estar, reduzem o metabolismo dos peixes e
consequentemente melhora a qualidade da agua e a sobrevivéncia (Ross & Ross,
2008; Becker et al., 2017), mas, atualmente, € crescente a busca de anestésicos
naturais extraidos de plantas, como os 0leos essenciais.

Os 6leos essenciais sdo compostos naturais, volateis e complexos, formados
por hidrocarbonetos e alcoois, substancias odoriferas e liquidas, obtidas a partir de
vegetais crus (Edris, 2007;Bakkali et al., 2008; Swamy et al., 2016) A eficacia dos
Oleos essenciais durante o transporte foi comprovado por alguns autores que
relataram efeito sedativo, menor excre¢cdo de amoénia e gasto de oxigénio, e melhora
no estado imunolégico e na vida util da carne de peixe. (Benovit et al., 2012;
Zeppenfeld et al., 2014; Barbas et al., 2020; Moosavi-Nasab et al., 2020; Boaventura
et al., 2021). Dentre os 6leos essenciais ja utilizados na agua de transporte de peixes
podemos destacar o Ocimum gratissimum.

Ocimum gratissimum L. é popularmente conhecida como alfavaca-cravo ou

manjericado, pode ser encontrado no mundo todo, sendo utilizada como condimento
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na culinaria ou na medicina tradicional como sedativo e no tratamento de algumas
doencas (Albuquergue et al., 2007). Os compostos majoritarios do 6leo essencial de
Ocimum gratissmum (OE OG) séo 1,8-cineol e 0 eugenol que tem a¢ao antimicrobiana
(Zhang et al. 2013). Estudos anteriores investigaram o efeito do OE OG no transporte
de matrinxa Brycon cephalus (Inoue; Santos Neto; Moraes, 2003), linguado brasileiro
Paralichthys orbignyanus (Benovit et al., 2012), tilapia Oreochromis niloticus (Ferreira
et al., 2021) e pacamé, Lophiosilurus alexandri (boaventura et al., 2021). No entanto,
ainda had uma consideravel auséncia de estudos sobre seus efeitos quando
adicionados na agua de transporte.

Espécies do género Brycon tem destaque na pesca e na producdo animal,
devido ao seu potencial zootécnico (B. orbignyanus, B. amazonicus e B. hilarii), em
especial a espécie B. hilarii € muito apreciada pela sua qualidade da carne (Zaniboni
Filho; Tataje; Weingartner, 2006). Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito do Oleo essencial de Ocimum gratissimum na qualidade de agua, nos
parametros sanguineos e verificar se ocorre residuos dos compostos do OE OG em
Brycon hilarii submetidos ao transporte de duas horas.

2. Material e métodos

2.1 Animais e condicbes experimentais

Juvenis de piraputangas (Brycon hilarii), com peso de 16,54 = 1,65 g e
comprimento total de 11,56 + 0,42 cm (média e DP), foram obtidos de piscicultura
comercial e aclimatados por 30 dias em hapa de 8 m? instaladas em um viveiro com
fluxo de agua continuo com valores médios de oxigénio dissolvido 5,58 mg/L™;
temperatura 29,5 °C e pH 6,48. Nesse periodo, os peixes foram alimentados duas
vezes ao dia, com racdo comercial extrusada contendo 36 % de proteina bruta.

Todos os procedimentos envolvendo 0s animais seguiram as diretrizes para
procedimentos experimentais em pesquisa animal do Comité de Etica do Uso Animal
(CEUA) da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul — UEMS, Aquidauana, MS,
Brasil (Protocolo n° 013/2021).
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2.2 Oleo essencial de Ocimum gratissimum e transporte

Antes do transporte os peixes (n= 108) passaram por jejum de 24 h, e
posteriormente foi realizada biometria para coleta de dados referentes a peso e
comprimento total e distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais como
trés repeticdes cada. As unidades experimentais, consistiram de sacos plasticos (10
L), contendo 4 litros de agua aos quais foram adicionados oxigénio puro (dois tercos
do saco) e Oleo essencial de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum) na concentracao
do respectivo tratamento. A solucdo estoque do Oleo essencial OG foi diluido em
etanol 95° (1:10) para obtencéo das doses testadas: grupo 1- adi¢do de 10 mg L de
OE OG; grupo 2- 20 mg L' de OE OG, grupo 3- 30 mg L* de OE OG, e um grupo
controle, sem adicdo de OE OG. Em seguida, os sacos plasticos foram lacrados,
acomodados na carroceria de um carro e transportados por duas horas em rodovia
com asfalto e em estrada de terra. Em seguida, quatro peixes de cada saco (n=12 por
tratamento) foram amostrados para colheita sanguinea. Apds o transporte 0s peixes
ficaram em observacéao por cinco dias. A composicao do OE OG esta apresentada na

Figura 1.
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Figura 1. Composicao percentual do oleo essencial de Ocimum gratissimum L. (OG

EO) determinada por cromatografia gasosa-massa espectrometria (GC-MS).
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2.3 Colheita sanguinea e analises

Amostras de sangue foram colhidas por pungéo do vaso caudal, utilizando-se
agulhas e seringas banhadas em anticoagulante EDTA (3%). Uma parte do sangue
foi centrifugado para obtencédo do plasma para realizacdo da analise dos compostos

residuais.

2.4 Glicose e parametros hematoldgicos

Para andlise de glicose sanguinea, uma gota do sangue foi colocada na fita de
leitura do aparelho Medidor de Glicose Accu Chek Active Roche, em seguida realizada
a leitura. O hematdcrito (Ht) foi determinado pelo método de microhematdcrito de
Goldenfarb et al. (1971). Tubos microcapilares foram preenchidos com 75 % do
volume e uma das extremidades vedada. Em seguida centrifugados por 5 a 1.200
rpm e a leitura dos microcapilares realizada pela tabela de leitura de hematécrito. Os
niveis de hemoglobina (Hb) foram determinados por espectrometria segundo o
meétodo de cianometa-hemoglobina descrita por Collier (1944), utilizando kit Labtest e
espectrofotometro a 540 mm. A contagem do namero de eritrécitos (Er) foi realizada
em camara de Neubauer apés a diluicdo do sangue em solucdo de formol citrato
(1:200). A partir desses dados foram calculados os indices hematimétricos: volume
corpuscular médio (VCM) = Ht / Er x 10; concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) = Hb / Ht x 100; e hemoglobina corpuscular média (HCM)= Hb / Er x
10.

Extensdes sanguineas foram confeccionadas em duplicata de cada animal,
secas ao ar e coradas com May Grunwald-Giemsa- Wright segundo Tavares-Dias e
Moraes (2004). A contagem diferencial e total dos leucécitos foi realizada em

microscoépio 6ptico (1000 X) com auxilio de contador diferencial digital e manual.

2.5 Compostos residuais no plasma, filé e figado

As analises foram realizadas em parceria com o Laboratério de analise

Instrumental do CERNA da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul — Dourados.
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Os peixes da colheita sanguinea foram eutanasiados por aprofundamento
hipotérmico em caixas isotérmicas com gelo. Uma porcdo do filé e figado foram
removidos, embalados e refrigerados a -20 °C. As analises foram realizadas por
cromatégrafo a gas acoplado ao espectrdmetro de massas (GC-MS-2010 Ultra,
Shimadzu, Kyoto, Japéo), usando DB-5 (30 m de comprimento x 0,25 mm diametro
interno, espessura 0,25 ym), nas seguintes condigdes: gas hélio (99,99% de pureza
e fluxo 1,0 mL min); volume da injegdo de 1 pL, split (1:20). Programacgédo de
temperatura do formo iniciou em 50 °C e foi até 280 a 3 °C /min.As identificagbes dos
compostos foram realizadas utilizando o indice de retenc¢éo calculado, empregando o
padrao de alcanos lineares (C7-C40, Sigma Aldrich com pureza = 98%) e comparando
estes dados e os espectros de massas das amostras com Adams (2007), além de
comparacdes com a base de dados (Nist e Wiley, 2013).

As analises do plasma e dos tecidos foram realizadas empregando 0 mesmo
equipamento e condi¢cdes de andlise, mas usando o modo splitless ao invés de split
(1:20). A amostra OE foi preparada na concentragao de 1000 pg/ml em hexano (Grau
HPLC) e diluida para andlise a concentracdo de 100 pg/ml. As amostras dos tecidos
(filé e figado) foram descongeladas em ambiente com temperatura controlada (22 °C).

Foram pesados 2 g de cada tecido de cada peixe, em seguida adicionado 10
Ml de hexano grau cromatografico. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas e agitadas em cuba ultrassonica (L-100-Schuster) com temporizador
por 30 min. A fracdo hexanica foi filtrada e o residuo foi novamente extraido por 3
vezes consecutivas com a mesma amostra e as fracdes hexanicas unidas para
posterior evaporagdo em capela de exaustdo, que em seguida foram redissolvidas
para 200 pL de hexano para analise por CG-EM.

As amostras de plasma (500 pL) foram exaustivamente extraidas com 2 mL
hexano (grau cromatografico). Para a construgdo da curva analitica foram
empregados 1,8-cineol, 3- Z- Ocimeno, Eugenol, B- Elemeno, Germacreno D nas
concentragées de 0,1-100 pg L para a andlise do plasma e de 0,1-100 ug Kg* para
a analise do filé e do figado. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram avaliados

empregando o método da relagéo sinal ruido.
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2.6 Qualidade da agua do transporte

Os parametros de qualidade de agua medidos, antes e apos o transporte, foram:
pH (peagametro digital, Quimis QA338); oxigénio e temperatura (oximetro, Alfakit
AT160); amobnia (kit Labcon).

2.7 Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk e ao
teste de homoscedasticidade Bartlett. Os parametros de qualidade de agua foram
analisados por ANOVA com uma variavel independente, seguida de teste de Tukey.
Os parametros sanguineos e dos compostos do OE foram submetidos a ANOVA,
seguido de analises regressao polinomial (p<0.05). Todos os testes foram realizados

no programa estatistico R versdo 3.4.3 (pacote ExpDes.pt).

3. Resultados

3.1 Qualidade de 4gua e mortalidade

As variaveis de qualidade de 4gua e sobrevivéncia, antes e apds o transporte,
estdo apresentadas na Tabela 1. Durante o transporte nenhuma mortalidade foi
registrada, porém, durante o periodo de cinco dias de observacdo pds transporte
foram registrados no grupo controle trés mortes, e nos grupos 10 mg L%, 20mg L' e
30 mg L' OE uma morte cada, ndo havendo diferenca (p>0.05). A concentracéo de
oxigénio dissolvido apés o transporte permaneceu alta no grupo controle e no grupo
recebeu 20 mg de OE (12,31 e 12,08, respectivamente). ApOs o transporte ndo foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos, entretanto, a temperatura
estava mais alta (30 °C), e os valores significativamente (p<0.05) maiores quando
comparados com o valor aferido antes do transporte. O pH reduziu em todos os
tratamentos, comparado ao valor antes do transporte (p<0.05). A ambnia nao

apresentou diferenca entre os tratamentos (p<0.05).
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Tabela 1. Caracteristicas da qualidade da agua e sobrevivéncia antes e apds o
transporte (duas horas) de Brycon hilarii em sacos plasticos contendo diferentes

concentracdes do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L. (EO OG) na agua.

Apbs transporte (2 h)

Parametros Antes

Transporte Controle OE OG OE OG OE OG

10 mgL? 20mg L* 30mgL?

OD (mg/L) 5,13° 12,31+3,25%  8,98+1,14% 12,08+3,682 7,63+1,88%°
T (°C) 26,4° 30,53+1,18* 30,93+0,31®  30,40+0,902 30,06+0,69?
pH 6,692 6,13+0,01° 6,14+0,00° 6,31+0,012° 6,26+0,01°
NH* 0,002 0,012+0,006* 0,011+0,00* 0,010+0,0072 0,012+ 0,003
S (%) 1002 88,982 96,302 96,302 96,302

Oxigénio dissolvido (OD), temperatura (T), sobrevivéncia (S). Os valores sdo expressos como média + desvio
padréo. Teste de Tukey (<0.05).

3.2Parametros sanguineos

Os parametros hematoldgicos dos juvenis de piraputanga Brycon hilarii apés o
transporte estdo apresentados pelas médias + desvio padrdo. O nivel de OE OG
apresentou efeito quadratico para hemoglobina e CHCM, seus valores se elevaram
nas doses de 20 mg " e 30 mg Lt OE OG em relagdo ao grupo controle. O HCM
apresentou efeito linear, os valores se elevaram conforme o aumento das doses de
OE OG (Figura 2). Hemataocrito, eritrocitos, VCM e glicose n&do apresentaram diferenca
(p>0.05) entre os tratamentos.

A contagem diferencial de células vermelhas e de leucdcitos estdo
apresentadas na Tabela 2. O numero de linfécitos apresentou efeito linear crescente,
conforme o aumento das doses do OE. Neutrofilos foram evidenciados pela equacéo
de regresséo linear, o numero de neutrofilos dos peixes transportados com a dose de
10 mg L't aumentou em comparacéo aos peixes que nédo receberam OE OG na agua,
entretanto, reduziu com as doses de 20 mg ! e 30 mg L1. Mondcitos, trombdcitos e
leucdcitos ndo apresentaram diferenca.

Os compostos eugenol, cineol 1,8, germacreno D, elemeno e ocimeno
apresentam-se em maiores quantidades no 6leo essencial de Ocimum gratissimum,

por isso, seus residuais foram verificados no plasma (Tabela 3), filé (Tabela 4) e figado
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(Tabela 5) de juvenis de piraputangas. As médias foram evidenciadas pela equacéo
de regressao linear em todos os parametros, quando aumentou as doses de OE OG,
aumentou a presenc¢a dos compostos residuais no plasma, filé e figado. No tratamento

controle nado foi encontrado residuos dos compostos analisados.
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Figura 2. Médias (+SD) para hemoglobina e os indices hematimétricos CHCM e HCM
de juvenis de Brycon hilarii apdés o transporte (duas horas) em sacos plasticos
contendo diferentes concentracdes do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L. (EO

OG) na agua.
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Tabela 2. Médias (+SD) da contagem diferencial e total de leucécitos de juvenis de Brycon hilarii apos o transporte (duas horas) em

sacos plasticos contendo diferentes concentracdes do Oleo essencial de Ocimum gratissimum L. (EO OG) na agua.

Tratamentos V6F1)|-Or Modelo regresséo R2 Cv
Parametros
Controle OE OG OE OG OE OG
10mgL? 20mg L? 30mgL?
Linfocitos
(x10 3uL ™) 61,16 £6,56 62,94+9,60 81,74+31,62 116,62+0,52 0.038 Y=53.565 + 1.674x 0.85 24.14
Neutrofilos

(x10 3uL '1) 44 85 +16,26 55,53 +5,34 23,23 +13,95 21,50 + 3,24 0.040 Y=51.635 -1.023x 0.62 37.67
Monbécitos

(x103uL 1) 27,63+6,90 22,67 +£10,80 7,60+ 1,95 11,41 +1,94 0.088 NS - 54,19
Trombaocitos

(x103uL %) 44 68 +3,49 33,34 +8,13 36,58+ 9,82 4496 +11,06 0.640 NS - 33.14
Leucécitos

(x103uL b 38,55 +10,98 24,91 + 5,06 11,16 +1,13 19,48 +12,13 0.072 NS - 46,69

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo.



52

Tabela 3. Médias (+SD) dos compostos residuais do plasma de juvenis de Brycon hilarii apos o transporte (duas horas) em sacos

plasticos contendo diferentes concentracdes do 0leo essencial de Ocimum gratissimum L. (EO OG) na agua.

Tratamentos V6F1)|-Or Modelo regressao Rz CV

Parametros comioe  OE OG OE OG OE OG
10mgL? 20mg L? 30mgL?

Eugenol (ug Kg-1) 0 9,63+0,04 20,16+0,17 29,6+0,01 <0.001  Y=-0.0518+0.9936x 0.99 0.07
Cineol (ug Kg-1) 0 500+0,03 11,02+0,12 16,08:0,01 <0.001  Y=-0.4256+0.1311x  0.93 0.49
azrrl'(‘gflrfno b 0  1,48%002 274001 4,96+004 <0001 Y=-0.1282+0.1616x 1.00 1.14
Elemeno (ug Kg-1) 0 1,10£0,02 2,23+0,02 3,37+£0,05 <0001 Y=-00113+0.1123x 0.99 2.10
Ocimeno (ug Kg-1) 0 0,77+0,00 1,42+0,01 2,11+0,02 <0.001 Y=0.0259 + 0.700x  0.99 1.64

Os valores sdo expressos como média * desvio padréo.
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Tabela 4. Médias (+SD) dos compostos residuais do filé de juvenis de Brycon hilarii apds o transporte (duas horas) em sacos plasticos

contendo diferentes concentracdes do 6leo essencial de Ocimum gratissimum L. (EO OG) na agua.

p_

Tratamentos | Modelo regressao R2 CVv

Parametros valor
Controle OE OG OE OG OE OG
10mg L? 20mg L? 30mgL?

Eugenol (ug Kg-1) 0 12,17 £ 0,02 24,03+0,04 36,32+0,09 <0.001 Y=0.0082+1.2083x  0.99 0.34
Cineol (ug Kg-1) 0 7,07 £ 0,01 1404+0,01 21,04+0,01 <0.001 Y=0.0262 + 0.7009x 0.99 0.12
%ermacreno D (ug Kg- 0 215+0,01 430+001 653+003 <0.001 Y=-00169+0.2178x 0.99 0.63
Elemeno (ug Kg-1) 0 1,87 + 0,01 3,10 £ 0,03 458+0,02 <0.001 YVY=0.1430+0.1497x 0.99 0.90
Ocimeno (ug Kg-1) 0 0,87+0,01 157+0,05 235+001 <0.001 Y=0.1913+0.0492x 091 1.25

Os valores sdo expressos como média + desvio padréo.
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Tabela 5. Médias (+SD) dos compostos residuais do figado de juvenis de Brycon hilarii apds o transporte (duas horas) em sacos

plasticos contendo diferentes concentracfes do Oleo essencial de Ocimum gratissimum L. (EO OG) na agua.

p_

Tratamentos | Modelo regresséao R2 Ccv

Parametros veor
controle OF OG OE OG OE OG
10mg L1 20mg L? 30mgL?

Eugenol (1g/Kg-1) 0  804%005 17,09+0,12 2636+0,04 <0001 Y=-0.3477+0.8813x  0.99 0.46
Cineol (ug Kg-1) 0  7,75+243 1024%039 1504+0,02 <0001 Y=11183+04760x 0095 18.04
azrr;g_clr)eno b 0  150+£001 266%002 459+002 <0001 Y=-0.0500+0.1492x 099 0.74
Elemeno (ug Kg-1) 0  095+001 194+003 350+003 <0001 Y=-0.1262+0.1151x 098 1.22
Ocimeno (ug Kg-1) 0  086+001 156+003 235+001 <0001 Y=00316+0.0774x 099 061

Os valores sdo expressos como média = desvio padréo.
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4. Discussao

As doses testadas de 6leo essencial de Ocimum gratissimum na agua de
transporte dos juvenis de Brycon hilarii demostraram serem eficientes e seguras, pois
as flutuacdes nos parametros de qualidade da agua e hematoldgicos pos transporte
ndo prejudicaram a qualidade de agua e asseguraram a sobrevivéncia dos peixes
durante o transporte. O uso de anestésicos antes e durante o transporte € uma prética
rotineira na piscicultura, pois auxilia na reducédo do metabolismo dos peixes, absor¢céo
de oxigénio e consequentemente menor producdo de CO2 e amdnia (Harmon, 2009;
Sampaio; Freire, 2016).

O aumento da temperatura apos o transporte ja era esperado, pois durante o
transporte a temperatura do ar era de 32°C e as embalagens ndo estavam protegidas
com material que evitasse a troca de temperatura. O aumento da temperatura pode
aumentar o consumo de oxigénio e a concentra¢do da amébnia na agua.

Os valores de amoénia encontrados neste trabalho ndo foram prejudiciais aos
peixes, a Agua dos animais transportados com 10 mg Le 20 mg L' OE OG obtiveram
concentracbes menores de amobnia, porém em todos os tratamentos os niveis de
amonia permaneceram dentro da faixa segura para os peixes (Boyd, 1998). Em
transporte com duas horas a mais de duragéo do que o presente trabalho, Boaventura
et al. (2021) e Becker et al. (2012) encontraram niveis de aménia dentro da faixa
toleravel para pacama Lophiosilurus alexandri. A toxidade da amb6nia pode aumentar
quando a temperatura e o pH da agua aumentarem, entretanto, neste estudo,
observamos reducéo do pH apos o transporte.

Umas das fun¢bes do pH na agua é regular a toxidade de metabdlitos como a
amonia e manter o equilibrio entre CO2 e HCOg3™ liberando ions H* quando os niveis
de pH do sistema reduzem (Kubitza, 1998), provavelmente, foi o acimulo de CO:
gerado pela respiracédo natural dos peixes que reduziu os niveis de pH da agua do
transporte, causando acidificacdo da agua (Boyd; Tucker, 2012; Kamalam et al.,
2017), evitando aumento da toxidade da ambnia. Os maiores problemas encontrados
no transporte de peixes em sacos plasticos, € o acumulo de diéxido de carbono e
amoénia, devido o0s processos fisioldogicos como respiragdo e excrecao, e
consequentemente pode gerar estresse nos peixes (Carneiro et al., 2009; Sampaio;
Freire, 2016).
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Outro parametro importantissimo para o sistema é a concentracao de oxigénio
dissolvido. Os niveis de OD permaneceram altos apds o transporte, isso deve-se ao
uso de oxigénio puro nos sacos de transporte, pratica comumente usada por
produtores de peixe (Inoue et al., 2005; Sampaio; Freire, 2016). O balanco da agua
produzidos pelos movimentos do veiculo e a saturacdo do oxigénio sofrida pela
pressdo causada no saco de transporte também podem elevar os niveis de OD
(Zeppenfeld et al., 2014; Mazandarani et al., 2017). As oscila¢des ocorridas na agua,
durante o transporte, ficaram dentro dos niveis aceitaveis, uma vez que o0s juvenis de
Bycon hilarii chegaram do transporte com 100% de sobrevivéncia.

A avaliacdo dos parametros hematologicos de peixes produzidos fornecem
informacdes relevantes sobre a qualidade da 4gua que vivem, e além disso, € uma
ferramenta para diagnésticos e prognosticos de doencas, que sdo os grandes
causadores de perdas econdmicas na aquicultura (Sakate et al., 2009; Fazio et al.,
2013; Fazio, 2019).

Os niveis de glicose dos peixes transportados com 10 mg Lt OE OG e sem OE
foram maiores comparados aos peixes que receberam 20 mg L' e 30 mg L'* OE na
agua de transporte, porém néo significativo. Niveis altos de glicose também foram
registrados por Ferreira et al. (2021) ap6s o uso de 10 mg L OE OG na agua de
transporte de juvenil de Oreochromis niloticus. O aumento da concentracéo da glicose
€ uma resposta para atender a demanda metabdlica e manter a homeostase, durante
situacOes adversas, como transporte (Maricchiolo; Genovesse, 2011; Pankhurst,
2011).

A hemoglobina tem a funcdo de transportar oxigénio e gas carbonico no
sangue, e sua concentracdo também pode aumentar em resposta ao estresse e
hipoxia, para melhorar o transporte de oxigénio e fornecer energia (Wojtaszek et al.,
2002; Souza; Bonilla-Rodriguez, 2007). A dose de 30 mg Lt de OE OG na agua do
transporte aumentou consideravelmente a concentracdo de hemoglobina dos peixes,
resultando em um gasto maior de oxigénio. Chagas et al. (2012) observaram aumento
da concentragdo de hemoglobina em tambaquis alimentados com dietas contendo (3-
glucano, apds transporte por 3 h.

Os valores dos indices hematimétricos CHCM e HCM também aumentaram na
maior dose do OE OG, esses indices podem ser utilizados no controle de patologias

e estresse, e refletem o estado fisioldgico do animal (Silva; Lima; Blanco, 2012) e
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estéo ligados ao aumento da concentracado da hemoglobina. Nao houve diferenca na
contagem de eritrocito, assim como observado por Abreu et al. (2008) no transporte
de 4 h de B. amazonicus,. No geral, os valores hematoldgicos de juvenis de Brycon
hilarii observados neste estudo, estdo préximos as valores do perfil hematologico
registrado para o género Brycon, de acordo com Dal'Bé et al. (2015).

Os leucécitos sdo a primeira linha de defesa imunologica e utilizam as vias
sanguineas para realizar o monitoramento de possiveis infec¢gdes e ou injaria tecidual,
mudancas nos numeros dos diferentes tipos de células brancas € um meio de analisar
o sistema imune (Tierney et al. 2004). Houve uma reducao no numero de neutrofilos,
mondcitos e leucécitos dos peixes que receberam as doses de 20 e 30 mg Lt de OE
OG na &gua de transporte, comparados aos peixes que nao receberam OE, essa
reducdo foi em funcdo do aumento das doses do OE OG e pode ser atribuida pelo
enfraquecimento do sistema imunologico (Vosyliené, 1999) e pela exposicdo dos
peixes ao OE OG. Linfocitose foi observada na medida em que aumentou as doses
do OE OG na &gua do transporte.

Os linfécitos séo as células mais abundantes na maioria das espécies de peixes
e responsaveis pelo reconhecimento de antigenos (Tavares-Dias, 1999; Ranzani-
Paiva, 2007) assim como registrado neste estudo. Eles desempenham um papel
importante na funcdo imunoldgica e o0 aumento dessa célula pode indicar estimulacéo
imunoldgica (Clauss et al., 2008; Montanha; Pimpdao, 2012). Os neutrdéfilos tém funcao
importante na atividade microbicida da explosao respiratoria, convertendo oxigénio
molecular em compostos e metabdlicos provindo do oxigénio (Plyzycz et al., 1989),
fatores estressantes podem aumentar o numero de neutréfilos, como observado no
presente estudo nos peixes transportados com dose de 10 mg L de OE OG.

Estudos que investiguem os residuos que os compostos dos 6leos essenciais
podem deixar nos animais é importante para determinar seu uso em diversas formas.
Os compostos residuais analisados do OE OG utilizado na dgua do transporte, foram
absorvidos pelo plasma, filé e figado dos juvenis de B. hilarii. As concentracdes de
cada composto encontrado apresentaram valores proporcionais a composi¢cao
percentual do OE e da dose aplicada na agua de transporte. O eugenol foi 0 composto
majoritario encontrado no plasma, filé e figado, seguido do 1,8 cineol, e esta de acordo
com a composicdo OE OG. Segundo (Bakkali et al., 2008) os 6leos essenciais séo

muito complexos, podendo conter até 60 compostos em concentracdes distintas, com
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dois a trés compostos majoritarios, que geralmente determina as propriedade
biologicas dos oleos.

O eugenol € um composto natural muito conhecido na aquicultura, devido seu
efeito sedativo e anestésico em peixes, apresenta baixo custo e alta disponibilidade
no mercado (Inoue et al., 2003), além disso possui acdo analgésica, antisséptica, anti-
inflamatoria, antibacteriana e antifungica (Kamatou et al., 2012; Singh et al., 2016).
Apébs anestesia, os residuos do eugenol no organismo do peixe sédo eliminados em
até 24 horas (Delbon; Ranzani Paiva, 2012) e de acordo com FAO/OMS o limite de
ingestdo de eugenol no tecido muscular é de 2,5 mg kg 1, superior ao registrado nesse
estudo que foi de 26,32 ug/Kg*. O cineol ou eucaliptol, € um composto terpénico
presentes em diversos Oleos essenciais de plantas, principalmente no 6leo de
eucalipto (Eucalyptus globulus Labbil) (NCBI, 2014), apresenta efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes (Ryu et al., 2014; Caceres et al., 2017). De acordo com
Stone e Tostin, (1999), os residuos anestésicos embora ndo sejam prejudiciais a
saude humana, podem afetar o sabor da carne do peixe. Por isso, € necessario um
periodo de depuracado para reduzir as concentragdes dos compostos (Botreal., et al.,
2017)

Estudos comprovaram que o OE de Ocimum gratissimum pode ser um eficiente
anestésico natural (Silva et al., 2015; Ribeiro et al., 2016; Aydin and Barbas, 2020; da
Silva et al., 2020), anti-helmintico (Lima Boijink et al., 2016), imunomodulador e
promotor de crescimento, quando adicionado na dieta de O. niloticus (Brum et al.,
2017). Além de ser uma alternativa segura para o transporte em periodo curto, pois
nao prejudica os paramentos hematoldgicos, porém faltam estudos para avaliar o
periodo de depuracédo do OE OG no peixe.

Em conclusdo, pode ser recomendado o uso de 10 mg L' de OE OG no
transporte de duas horas de juvenis de Brycon hilarii, pois garantiu a sobrevivéncias
dos peixes, ndo afetando os parametros hematolégicos. Embora o uso do OE OG
mostrou ser seguro, residuos dos compostos foram encontrados no plasma, filé e
figado, € imprescindivel estudos sobre os efeitos que esses residuos podem causar

nos peixes.
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Resumo

A prética intensiva da piscicultura junto com manejos excessivos pode desencadear
surtos de doencas e prejudicar a producédo. Diante disso, este estudo teve como
objetivo investigar o potencial da bactéria Lactobacillus rhamnosos como probiético,
paraprobiotico e sua combinacdo sobre o desempenho zootécnico, o estado de saude
e a resisténcia do dourado (Salminus brasiliensis) infectados experimentalmente com
Aeromonas hydroplhila. Peixes com peso de 6,78 + 1,65 g e comprimento total de 8,97
+ 0,42 cm (média + DP) foram distribuidos em 16 tanques circulares de polietileno de
300 litros, na densidade de 15 peixes / tanque em delineamento inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e 4 repeticdes. Dieta sem aditivo (dieta controle),
com probidtico (L. rhamnosus 108 UFC), paraprobidtico (L. rhamnosus 10'° UFC) e L.
rhamnosus viaveis e inativos (probiético 108 UFC + paraprobiético L. rhamnosus 1010
UFC), durante 45 dias. Posteriormente, os peixes foram experimentalmente
desafiados intraperitonealmente com a bactéria A. hydrophila (0,82 x 108 UFC).
Colheitas sanguineas foram realizadas antes e depois do desafio bacteriano. As
dietas com paraprobiético e L. rhamnosus (viaveis + inativos) melhoraram o fator
condicdo dos peixes em relacdo ao controle e a dieta contendo probiotico. Nas
analises os valores de hemoglobina, hematdcrito e niumero de eritrocitos reduziram
apos a infeccdo. Houve aumento significativo na atividade dos leucocitos, apds a
infeccdo, independente do tratamento. As dietas com L. rhamnosus (viaveis +inativos)
e paraprobidtico influenciaram positivamente altura total dos vilos e altura dos vilos
sendo maiores comparadas aos peixes que receberam a dieta controle. O nimero de

células caliciformes foi maior nos peixes que receberam as dietas contendo L.
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rhamnosus (viaveis e inativos) e probidtico e a dieta controle (p < 0.05). As dietas com
paraprobiotico (L. rhamnosus) e L. rhamnosus (viaveis + inativos) apresentaram

potencial para melhorar a altura das vilosidades intestinais.

Palavras chave: probidtico, paraprobidtico, morfologia intestinal, vilosidades

intestinais
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Abstract

The intensive practice of fish farming together with excessive management can trigger
disease outbreaks and harm production. Therefore, this study aimed to investigate the
potential of the bacterium Lactobacillus rhamnosos as a probiotic, paraprobiotic, and
their combination on growth performance, health status, and resistance of dourado
(Salminus brasiliensis) infected with Aeromonas hydroplhila. Fish weighing 6.78 + 1.65
g and total length of 8.97 + 0.42 cm (mean = SD) were distributed in 16 circular
polyethylene tanks of 300 liters, with a density of 15 fish/tank in randomly distributed
with four treatments and 4 replications. Diet without additive (control diet), with probiotic
(L. rhamnosus 108 CFU), paraprobiotic (L. rhamnosus 10° CFU), and synbiotic
(probiotic L. rhamnosus 108 CFU + paraprobiotic L. rhamnosus 10'° CFU), for 45 days.
Subsequently, the fish were experimentally challenged intraperitoneally with the
bacterium A. hydrophila (0.82 x 106 CFU). Blood samples were taken before and after
the bacterial challenge. The diets with paraprobiotic and synbiotic improved the
condition factor of the fish in about to the control and the diet containing probiotic.
There was no difference in weight and length gain, CAA, TCE, and TEP. In the analysis
the values of hemoglobin, hematocrit, and number of erythrocytes. Reduced after
infection. There was a significant increase in leukocyte activity after infection,
regardless of treatment. The diets with synbiotic and paraprobiotic positively influenced
total villi height and villi height, being higher compared to fish that received the control
diet. The number of goblet cells was higher in fish that received diets containing
synbiotic and probiotic and the control diet (p < 0.05). The diets with paraprobiotic (L.
rhamnosus) and L. rhamnosus (L. rhamnosus viable + inactive) showed potential to

improve improve the height of the intestinal villi.

Keywords: probiotic, paraprobiotic, intestinal morphology, intestinal villi
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1. Introducéo

Atualmente a aquicultura emergiu como a produgao animal mais promissora e com
a demanda cada vez maior, 0s imunoestimulantes estdo sendo usados na
alimentacdo como uma estratégica para potencializar os mecanismos de defesa de
um organismo, aumentando a resisténcia do hospedeiro contra doencas infecciosas
(Barman & Nen, 2013; Hoseini et al., 2020; Vallejos-Vidal et al., 2016). Nesse contexto,
0s probiéticos podem servir como suplementos dietéticos para melhora o a resposta
imune e o desempenho zootécnico (Navarrete; Tovar-Ramrez, 2014; Akhter Et Al.,
2015). Os probidticos sdo células microbianas especificas que entram no trato
gastrointestinal e sdo capazes de manterem-se vivas modificando a microbiota,
conferindo beneficios a salde dos hospedeiro (Gatesoupe, 1999. Hoseinifar et al.,
2018).

Pesquisas cientificas tém reportado que 0s microrganismos probidticos nao viaveis
(mortos), conhecidos como paraprobiéticos quando administradas em quantidades e
frequéncia adequadas, também conferem beneficios ao animal (Choudhury; Kamilya,
2019; Pereira-Barros et al., 2020). No entanto sdo também denominados probidticos
inativados ou probidticos fantasmas, pois sdo células microbianas néo viaveis
(intactas ou quebradas) ou fracdes celulares (Taverniti and Guglielmetti, 2011; Almada
et al., 2016; Piqué et al., 2019). Ja os simbibticos sdo uma mistura de aditivos que
combinados podem conferir efeito sinérgico potencializando suas acoes.

Esses aditivos vém se destacando como imunoestimulantes e estdo sendo
testados em varias areas da producgéo animal como frangos (Soomro et al., 2019; Abd
El-Hack et al., 2020), ruminantes (Arowolo; He, 2018; Raabis; Li; Cersosimo, 2019;
Mahesh; Mohanta; Patra, 2021), peixes (Rojo-Cebreros; Ibarra-Castro; Martinez-
Brown, 2018; Elumalcai et al., 2020; Oliveira Et Al., 2020; El-Saadony et al., 2021) .
Dentre as bactérias benéficas, encontram-se os Lactobacillus. Esse género pertence
ao grupo de bactérias acido-laticas (BAL), gram-positivas, que podem se adaptar e
colonizar diferentes condi¢des ambientais (Pfeiler & Klaenhammer, 2007). O uso
destas bactérias cria um ambiente desfavoravel aos patdégenos, pois as BALs
produzem acidos (acético, latico e propibnico) considerados substancias
antimicrobiana que podem inibir o crescimento de patégenos mediante a reducéo do
pH intestinal (Naidu et al., 1999; Cebeci and Girakan, 2003; Rouse et al., 2008),
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tornando o ambiente improprio para a multiplicacdo dos patdgenos (Desriac et al,
2010).

O uso de Lactobacillus rhamnosus na dieta de peixes foi relatado em diversos
estudos e comprovaram o potencial da bactéria para modular a morfologia e
imunidade da mucosa intestinal e a resisténcia a doencas em tilapias do Nilo (Pirarat
et al.,, 2011; Xia et al.,, 2018), melhorar o sistema imunoldgico e as respostas
fisiologicas de Pargus major sob estresse de baixa salinidade (Dawood et al., 2017).
Em Oncorhynchus mykiss foram eficientes no controle de infec¢des por bactérias
Vibrio anguillarum, Flavobacterium psychrophilum e A. salmonicida (Nikoskelainen et
al., 2003). As bactérias pertencentes ao género Aeromonas estao entre os principais
agentes etiologicos e sdo frequentemente encontradas na produgdo de peixes.
Provocam injurias nos peixes como septicemia hemorrégica, Ulceras, exoftalmia e
distensdo abdominal (Brandao, 2001; Austin et al., 2012; Boijink e Mahanty et al.,
2013), e sdo responsaveis por causar atrasos no crescimento e elevadas taxas de
mortalidade (Carraschi et al., 2011), sendo um fator limitante para o desenvolvimento
da aquicultura.

O potencial do Brasil para o desenvolvimento da aquicultura é imenso, além de
possuir uma grande costa maritima e reservatoérios de aguas doces, possui também
um clima extremamente favoravel para crescimento dos organismos cultivados, terra
disponiveis e crescente demanda por pescado no mercado interno (Valenti et al.,
2021). Com inumeras espécies com alto potencial, como o dourado (Salminus
brasiliensis), que tem grande importancia econdmica e social para a pesca de
subsisténcia e esportiva, e devido sua agressividade e voracidade é muito apreciada
pelos pescadores (Della Flora et al., 2010). Atualmente, os centros de pesquisas vém
se interessando pela criagdo do dourado, devido seu alto potencial para piscicultura,
com alto crescimento inicial e por ser eficiente no controle biolégico de espécies
nativas.

Diante disso, & preciso conhecer melhor o desenvolvimento dessa espécie nos
sistemas de cultivos, assim como sua resisténcia aos manejos estressantes e a
doencas. Dessa forma o objetivo do presente estudo visa conhecer o potencial da
bactéria Lactobacillus rhamnosos como probiéticos, paraprobiético e da combinacao

dessas duas formas de administracdo sobre o desempenho zootécnico e estado de
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saude de dourados (Salminus brasiliensis) infectados experimentalmente com

Aeromonas hydroplhila.

2. Material e métodos

2.1. Declaracao de ética

Todos os procedimentos envolvendo os animais desse estudo foram realizados
seguindo os principios éticos em experimentacdo animal e aprovados pelo Comité de
Etica do Uso Animal (CEUA) da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul —
UEMS, Aquidauana, MS, Brasil (Protocolo n° 015/2021)

2.2. Dieta experimental

Foi utilizada para a composicado das dietas experimentais basais (Tabela 1)
uma formulacéo comercial de racdo (Laguna peixes carnivoros / Socil®) com 45% de
proteina bruta. Os respectivos tratamentos probiético (108 UFC), paraprobiético (10'°
UFC) e probidtico (108 UFC) + paraprobidtico (10'° UFC), foram adicionados a esta
dieta basal. Os aditivos foram acrescentados, em suas respectivas doses, a racao
comercial, por aspersao, em meio ao 6leo de soja para auxiliar na incorporacgao da
racdo e posteriormente postas para secar naturalmente. Na racdo controle foi
adicionado apenas o 6leo de soja.

O probidtico Rham GB® (cultura microbiana liofilizada de Lactobacillus
rhamnosus) e o paraprobidtico Neoimuno® HealthCare (cepas inativas de
Lactobacillus rhamnosus) foram doados pela empresa GABBIA Biotecnologia® e
incorporados a dieta experimental de acordo com os tratamentos. As dietas
experimentais foram analisadas pela mesma empresa quanto a presenca
microbiolégica final do probioético Lactobacillus rhamnosus em meio agar MRS. Apés
48 horas de incubacdo em estufa a 37° C foram realizadas as analises das placas
(Tabela 2).
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Tabela 1. Composicdo quimica da racdo comercial

Niveis de garantia

Nutrientes Conteudo (g kg )
Proteina Bruta 450 g kg?
Extrato Etéreo 120 g kg
Fibra Bruta 45 g kgt
Matéria Mineral 140 g kgt
Calcio (Min.) 15 g kg
Célcio (Max.) 25 g kgt
Fosforo 10 g kgt
Umidade 120 g kg
Vitamina C 600 mg kg

Tabela 2. Presenca de probiotico Lactobacillus rhamnosus em amostras das racoes

experimentais de dourado.

Tratamentos Recuperacédo de Lactobacillus rhamnosus
Controle Auséncia de Lactobacillus rhamnosus
Probiotico Lactobacillus rhamnosus 2,50 x 10’ UFC / g
Paraprobiotico Auséncia de Lactobacillus rhamnosus

L. rhamnosus (viaveis

+ inativos) Lactobacillus rhamnosus 2,35 x 10’ UFC / g

2.3 Animais e condi¢cOes experimentais

Os juvenis de dourados (Salminus brasiliensis) foram obtidos de piscicultura
comercial (Projeto Pacu, Terenos, MS, Brasil) e aclimatados ao sistema experimental
por 20 dias. Duzentos e quarenta peixes com peso de 6,78 + 1,65 g e comprimento
total de 8,97 + 0,42 cm (média e DP) foram distribuidos em 16 tanques circulares de
polietileno de 300 litros, com fluxo de dgua e aeracdo continua. O delineamento foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos: dieta sem aditivo (dieta controle),
com probidtico (Lactobacillus rhamnosus 108 UFC), paraprobiotico (Lactobacillus

rhamnosus 10'° UFC) e Lactobacillus rhamnosus (probiético 108 UFC + paraprobidtico
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Lactobacillus rhamnosus 10'° UFC) com quatro repeticdes (15 peixes por repeticéo /
tagnue). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (8h e 16h) até a saciedade
aparente, durante 45 dias. As dietas fornecidas foram pesadas para calcular a
guantidade de ragcado consumida.

Diariamente foram realizados monitoramento dos parametros de qualidade de
agua e os valores médios no periodo da manha foram: pH (6,90 + 0,64); oxigénio
dissolvido (6,19 + 0,77 mg/L) e temperatura (25,03 + 0,87 °C). No periodo da tarde pH
(7,52 £ 0,61); oxigénio dissolvido (5,14 + 0,93 mg/L) e temperatura (28,37 £ 0,87 °C).
Sempre que necessario as unidades experimentais eram sifonadas para retirada de

fezes e resto de ragao.

2.4. Desempenho zootécnico

Apos o periodo de suplementagao, os peixes permaneceram em jejum por 24
horas, e posteriormente foram anestesiados em solugdo de eugenol (50 mg L") para
biometria. Com os dados biométricos foram calculados os indices zootécnicos: ganho
de peso (peso final — peso inicial); ganho de comprimento (comprimento final —
comprimento inicial); conversao alimentar aparente (consumo de racao (g) / ganho de
peso); taxa de eficiéncia proteica (ganho de peso (g) / ingestao de proteina (g) x 100);
taxa de crescimento especifico ((LN) peso final — (LN) peso inicial / dias de
experimento), onde LN é o logaritmo normal do peso final e inicial. O fator de condicé&o
de alométrico foi calculado pela formula K= W/LP onde W é o peso, L o comprimento
total e b é estimado pela equacdo da relagdo peso-comprimento. A taxa de
sobrevivéncia (numero de peixe inicial — numero de peixe final) foi calculada apés 45

dias de suplementacao e apds 7 dias da infecgao bacteriana.

2.5Preparacgédo da bactéria Aeromonas hydrophila

A cepa de A. hydrophila (Cepa KJ561021) usada para o desafio foi fornecidas
pelo Laboratério de Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos do
CAUNESP/Jaboticabal- SP. Apos a esterilizagdo do meio de cultivo (BHI, agar) em
autoclave a 121°C por 20 minutos, as cepas de A. hydrophila foram misturadas ao

mesmo e incubadas por 24 horas em estufa bacteriolégica a 28°C. Apds o crescimento
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das colbnias da bactéria, realizou-se o procedimento de lavagem com PBS (tampéo
fosfato esterilizado) em centrifuga a 4000g por 20 minutos por 3 vezes.

A bactéria foi diluida em 20 ml de PBS e a leitura realizada em
espectrofotdbmetro (625 nm). A concentragédo estabelecida foi de 0,8 x 106 UFC e

inoculado 0,1 ml da solugdo em cada peixe (n=40 por tratamento).

2.6 Colheita sanguinea

Ap0s os 45 dias de suplementacgéo, trés peixes por unidade experimental foram
amostrados para colheita de sangue para designar a amostra antes do desafio
bacteriano. Os peixes amostrados foram retirados das unidades experimentais e os
peixes que permaneceram foram desafiados por inoculagéo intraperitoneal com a
bactéria Aeromonas hydroplila. Vinte e quatro horas apds o desafio, novamente trés
peixes por unidade experimental foram amostrados para colheita de sangue.

O sangue foi colhido por pung¢do dos vasos caudais com agulhas e seringas

banhadas em anticoagulante EDTA (3%).

2.7Parametros sanguineos

O hematocrito (Ht) foi determinado pelo método de microhematdcrito
(Goldenfarb et al., 1971). Os niveis de hemoglobina (Hb) foram determinados por
espectrometria segundo o método de cianometa-hemoglobina (Collier, 1944). A
Contagem do numero de eritrécitos (Er) foi realizada em camara de Neubauer apés a
diluicdo do sangue em solugao de formol citrato (1:200). A partir desses dados foram
calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) = Ht x 10/Er;
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) = Hb x 100/Ht; e
hemoglobina corpuscular média (HCM)= Hb/10 x Er.

Extensbes sanguineas foram confeccionadas em duplicata de cada animal, as
laminas secas ao ar e coradas com May Grunwald-Giemsa- Wright (Tavares-Dias &
Moraes, 2004). A contagem diferencial de leucdcitos (linfécitos, neutréfilos, mondcitos,
eosindfilos, células granulociticas ou leucocito granular PAS (LG-PAS) e basdfilos)
foram realizadas em microscépio 6ptico (1000 X) com auxilio de contador diferencial

digital.
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Para analise de glicose sanguinea (glicose oxidase [GPO]) foi utilizado o
aparelho medidor de Glicose Accu Chek Active Roche. A atividade dos leucécitos foi
determinada segundo metodologia descrita por Biller (2013). Este método consiste em
determinar as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo burst respiratorio
por meio de ensaio colorimétrico baseado na redugcdo do reagente nitroblue
tetrazolium (NBT), que da origem a precipitados de material insoluvel com coloragéo
azul escuro no interior do fagocito, denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990).
Foi utilizado 50 pL de sangue adicionado a 50 uL de solug¢do de nitroblue tetrazolium
(NBT) a 0,2%. A solugao NBT foi preparada em tampao (PBS) e incubada por 30 min
a 25°C. Apos o periodo de incubacao, 50 uL da solugao foi diluida em 1000 pL (1 ml)
de N-dimetil formamida (DMF) e centrifugada a 3000g durante 5 min. A leitura das

amostras foi determinada por espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm.

2.8 Analise histomorfométrica do intestino e figado

Ao final do periodo experimental, dois peixes de cada unidade experimental (n
= 32 por tratamento) foram eutanasiados e submetidos a uma incisado longitudinal no
ventre para a exposic¢ao do intestino e figado. Uma porgéo de aproximadamente 3 cm
de cada amostra do intestino médio foi separada, fixada por 24 h em solug¢ao de formol
a 10% e armazenadas em etanol a 70%. As amostras foram submetidas ao
processamento histolégico de desidratagdo em alcool, diafanizagdo em xilol e inclusao
em parafina. Foram realizados cortes semi-seriados de 4 uym de espessuras e
coloragcao com hematoxilina e eosina (H & E).

Os cortes histolégicos foram fotomicrografados por uma camera fotografica
Opticam 14.0 e as variaveis foram analisadas por meio do programa Motic Images
Plus 2.0 ML. Para a histomorfometria do intestino foram mensuradas: altura total das
vilosidades (um); altura das vilosidades (um); largura do vilo (um); espessura do
epitélio (um); 1dmina prépria (Wm); sub mucosa (um); camada muscular (um); serosa
(Mm) e numero de células caliciformes por vilosidades (un) (n=40 por regido).

Para a histomorfometria do figado 50 hepatdcitos foram, aleatoriamente,
amostrados para a mensuragdo da area (um?2) e perimetro (um) do citoplasma, area
(um?), perimetro (um) e didmetro (um) do nucleo, relagédo da area do nucleo/area do

citoplasma (Ranc = area nuclear/area citoplasma x 100), relagdo perimetro
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nucleo/citoplasma (Rpnc = perimetro nuclear/perimetro citoplasma x 100), volume
nuclear do hepatdcito (VN (um3) = 4/3. n.r3, sendo r® = didmetro/2) e a circularidade
do nucleo do hepatocito (CN = p?/4. n.a, em que p? = perimetro nuclear e a= area

nuclear).

2.9 Estatistica

Os dados foram analisados quanto sua normalidade e homogeneidade, pelos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Os valores médios de cada
unidade experimental foram submetidos a andlise de varidncia como uma variavel
independente nos dados desempenho, histomorfométricos do intestino e dos
hepatocitos (one-way ANOVA) e os parametros sanguineos com duas variaveis
independentes (Two-way ANOVA) em um esquema fatorial 4x2, com 4 tratamentos
(dieta controle, probiético, paraprobiético e L. rhamnosus (vidveis e inativos)) e 2
tempos de coleta (antes da inoculacdo bacteriana e 24h apds inoculagéo bacteriana).
Os parametros leucécitos imaturos, mondcitos, neutréfilos, leucdcitos, trombdacitos e
atividade respiratoria dos leucocitos foram transformados em Log e raiz quadrada por
ndo apresentarem o0s pressuposto de nomalidade e homogeneidade. As médias
foram comparadas pelo teste de Duncan com valor p <0,05. Todos os testes foram

realizados no programa estatistico R versao 3.4.3 (Pacotes ExpDes.pf).

3. Resultados

3.1 Desempenho zootécnico

A sobrevivéncia dos juvenis de dourados antes do desafio foi de 100% em todos
os tratamentos. Os peixes alimentados com a dieta controle e com dietas contendo L.
rhamnosus (viaveis e inativos) e paraprobidtico apresentaram maior consumo diario
de racdo por peixe, em relacdo a dieta contendo probiotico, porém o consumo de
racdo dos peixes alimentados com a dieta contendo paraprobiético ndo diferiu do
consumo da dieta contendo probidtico (p<0,001) (Tabela 3).
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O ganho de peso, ganho de comprimento, taxa de crescimento especifico, taxa
de eficiéncia proteica, conversao alimentar aparente, fator de condicdo alométrico e

relativo e sobrevivéncia, ndo apresentaram diferencga significativa (p>0,05).

Tabela 3. Desempenho zootécnico de dourado (S. brasiliensis) alimentado com
probidtico (L. rhamnosus), paraprobidtico (L. rhamnosus), L. rhamnosus (viaveis +

inativos) e dieta controle (sem aditivo).

Tratamentos
Parametros o Pa_r,a_- L rhamnosus cv
Controle Probidtico probidtico  (viaveis + inativos)
GP (9) 18,94+2,10 19,10+2,67 22,13+3,30 19,71+1,84 14,70
GC (cm) 4,7+0,38 4,88+0,45  5,20+0,50 5,01+0,4 9,01
TCE (%) 2,92+0,24  2,95+0,24  3,20+0,25 3,1940,19 8,71
TEP (%) 42,09+4,67 42,46+5,94 49,17+7,34 43,81+4,09 14,70
CAA 1,26+0,14 1,08+0,10 1,01+0,15 1,15+0,07 12,49
CDR (9) 0,52+0,02  0,45+0,02¢ 0,49+0,02° 0,50+0,022b 3,93
Kr 1,00+0,06  1,00+0,02  1,01+0,03 0,99+0,03 4,50
Ka 0,75+0,05 0,74+0,01¢ 0,73+0,302 0,74+0,032 5,81
S (%) 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,00 0,0

Ganho de peso- GP, Ganho de comprimento - GC, Taxa de crescimento especifico - TCE, Taxa de
eficiéncia proteica - TEP, conversdo alimentar aparente - CAA, consumo diario de racdo por peixe -
CDR, fator de condi¢&o relativo - Kr, fato de condi¢cdo alométrico - Ka e sobrevivéncia - S. Os valores
séo expressos com média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma linha indica diferencga (p < 0,05)
Teste de Duncan.

3.2 Parametros sanguineos

N&o houve interacdo entre as dietas e o tempo de coleta nas analises
hematoldgicas. As dietas ndo apresentaram diferencas entre elas, apenas entre
tempos de coleta foi observada diferenca (p<0,05). A concentracédo da hemoglobina
diminuiu apds a infeccdo pela bactéria A. hydrophila, assim como as concentracdes
de hematdcritos e eritrocitos (Tabela 4). Os indices hematimétricos VCM, HCM e
CHCM néao apresentaram diferenca (p>0,05) entre os tratamentos e entre 0s tempos
de coleta (Figura 1).

A contagem diferencial e total dos leucécitos ndo apresentou interagdo (dietas
X tempo de coleta), no entanto, houve diferenca nos tempos de coleta para o nimero
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de neutrofilos (p<0,05) (Tabela 5). O numero de neutroéfilos reduziu apos da infeccdo
da bacteriana (p<0,001). Os linfocitos foram as células mais abundantes encontradas
antes da infeccdo, no entanto, apés o desafio seu nimero reduziu drasticamente
(p<0,001), bem como o numero de leucécitos imaturos e mondécitos (p<0,001).

O numero de leucdcitos nos peixes alimentados com as diferentes dietas,
reduziu apos a infeccdo bacteriana (p<0,001), assim como o humero de trombdcitos
(p<0,001) (Tabela 5 e 6).

Os niveis de glicose sanguinea ndo apresentaram diferenca entre o0s
tratamentos, apenas no tempo de coleta. Apos a infeccdo os niveis foram reduzidos
(Figura 2). A atividade respiratéria dos leucécitos apresentou diferenca no tempo de
coleta. ApGs a infeccdo por A. hydrophila houve aumento significativo (p<0.05) na
atividade dos leucécitos, independente do tratamento (Figura 3)

A taxa de sobrevivéncia diminuiu apds a infec¢ao bacteriana, porém néo houve
diferenca (p>0,05) (Figura 4).
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Tabela 4. Parametros hematoldgicos de dourado (S. brasiliensis) alimentado com probidtico (L. rhamnosus), paraprobidtico (L.

rhamnosus), L. rhamnosus (viaveis + inativos) e dieta controle (sem aditivo) antes e apdés infecgcdo com A. hydrophila.

Tempo Controle  Probiético Paraprobidtico L. rhamnosus (viaveis + inativos)

Valor p ANOVA

Hemoglobina (g/dL)

Antes 13,14+£3,74 12,19+3,53 11,81+3,48

Depois  10,02+2,55 9,00+2,60 8,79+2,73

Tratamento

- 11,97+3,42 10,95+3,55 10,42+3,60
(média)

11,65+3,53
9,34+2,75

10,20+3,48

Tempo (média)
12,35+3,61*  Interagdo 0.453
9,41+2,638 Tempo 0.001

Tratamento 0.740

Hematocrito (%)
Before 35,949,00 30%9,00 32,80+8,80

ApOs 24h  29,66+9,16 26,9+8,73  21,87+9,75

Tratamento

1 33,27+9,46 29,52+9,50 27,52+9,97
(média)

27,18+8,50
25,6+9,61

26,58+9,49

Tempo (média)
31,86+8,71%  Interacdo 0.357
26,58+9,068 Tempo 0.018

Tratamento 0.183

Eritrécitos
Antes 3,10+1,10 2,77+1,13 2,58+1,12

Depois 2,31+0,81 2,17+0,83 2,34+0,87

Tratamento

- 2,70+0,97 2,46+0,97 2,42+1,00
(média)

2,49+1,12
2,27+0,82

2,44+1,10

Tempo (média)
2,72+1,12 Interacédo 0.810
2,29+0,79 Tempo 0.085

Tratamento 0.820

Os valores sé@o expressos como média + desvio padréo. Letras mindsculas diferem dentro de linhas e letras maiusculas diferem dentro de colunas

(p< 0,05) pelo teste de Duncan.
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Tabela 5. Contagem diferencial de leucocitos de dourado (S. brasiliensis) alimentado com probidtico (L. rhamnosus), paraprobiotico

(L. rhamnosus), L. rhamnosus (viaveis + inativos) e dieta controle (sem aditivo) antes e depois da infeccdo com A. hydrophila.

L. rhamnosus

Tempo Controle Probiético Paraprobiotico T Valor p da ANOVA
(viaveis + inativos)
Linfécitos (x103uL %) Tempo (média)
Antes 79.90+51,91  80,80+46,08 85,47+44,33 51,13+50,73 77,86+52,83*  Interac&o 0.995
Depois 7.60+4.74 7.17+5 54 7.38+4 57 7.95+4 34 76,70+4.368 Tempo 0.001
Tr?rfgg;r)‘to 40,84+4525  42,23+43.46 41,23+44 40 46,74+52,12 Tratamento 0.990
Leucdcito imaturo (x10 3uL 1) Tempo (média)
Antes 27.80+26,36  18,40+30,11 20,15+31,82 19.52+27 44 22,55¢28,094 Interagdo 0.971
Depois 4,88+3.29 2.64+2.99 2.24+3 13 2.37+3 46 3,05+3,368 Tempo  0.005
Tr?r;%rgg)lto 14,62421.04 10,36++21.80  14,06+22.74 12,15+21 47 Tratamento 0.962
Mondcitos (x10 3L 1) Tempo (média)
Antes 4,80+7,08 7,95+6,86 3,2615,61 7,14+8,26 5,99+8,26" Interacéo 0.644
Depois 0,18+0.20 0,28+0.18 0,13+0,18 0,18+0.26 0,26+0,258 Tempo 0.001
Tr?r;aérgg)‘to 2.99+5 33 3,73+5.05 1,66+4,08 4.49+6 A7 Tratamento 0.595
Neutréfilo (x10 3uL 1) Tempo (média)
Antes 3,91+2.32 1,97+1.88 3,54+1 88 3,29+2 32 3,08+2,29A Interagéio 0.614
Depois 0,34+0.27 0,34+0.28 0,23+0.24 0,23+0.24 0,29+0,268 Tempo 0.001
Tr?éaérgg;to 1.02+2.67 1.19+1,74 1.72+1,74 1764224 Tratamento 0.661

Os valores séo expressos como média + desvio padréo. Letras minlsculas diferem dentro de linhas e letras mailsculas diferem dentro de colunas (p< 0,05)
pelo teste de Duncan.
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Tabela 6. Contagem total de dourado (S. brasiliensis) alimentados com probi6tico (L. rhamnosus), paraprobidtico (L. rhamnosus), L.

rhamnosus (viaveis + inativos) e dieta controle (sem aditivo) antes e apos infeccdo com A. hydrophila.

L. rhamnosus

Tempo Controle Probiético Paraprobiotico (vidveis + inativos) Valor p da ANOVA
Leucécitos (x103/uL?) Tempo (média)
Antes 17,01+13 11,69+10,49 12,95+15,18 9,68+11,26 12,24+13,74 Interacéo 0.653
Depois 2,33+1,57 1,21+1,05 11,17+10,76 1,35+1,06 1,51+1,258 Tempo 0.001
Trf‘%aérgg;to 8,95+10,83  5,43+10,71 7,76+11,08 5,36+10,26 Tratamento 0.530
Trombécitos (x103/uL?) Tempo (média)
Antes 28,26x£23,31 18,58+14,10 31,35+24,70 23,81+22,72 24,90+20,06% Interacéo 0.662
Depois 3,7£2,33 1,17+1,14 2,39+2,31 4,20+ 3,38 2,79+2, 318 Tempo 0.001
Tr?r:qaérgg)‘to 13,13+1578  10,52¢19,33  18,02+19,61 13,8819 Tratamento 0.684

Os valores sao expressos como média * desvio padrdo. Letras minusculas diferem dentro de linhas e letras mailsculas diferem dentro de colunas (p< 0,05)

pelo teste de Duncan.
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Figura 1. indices hematimétricos CHCM, CHM e VCM de dourado (S. brasiliensis)
alimentados com probiético (L. rhamnosus), paraprobiético (L. rhamnosus inativos),
L. rhamnosus (vidveis + inativos) e dieta controle (sem aditivo) antes e depois infec¢éo

com A. hydrophila.
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Figura 2. Niveis de glicose em dourado (S. brasiliensis) alimentados com probidtico
(L. rhamnosus), paraprobidtico (L. rhamnosus inativos), L. rhamnosus (viaveis +

inativos) e dieta controle (sem aditivo) antes e depois infeccdo com A. hydrophila.



84

Tratamentos ; Tempos
900 b
800 | a
700 ’
600
500 r
400 r
300
200
100

Atividade respiratoria
dos leucécitos (DO)

Figura 3. Atividade respiratoria de leucocitos em dourado (S. brasiliensis) alimentados
com probidtico (L. rhamnosus), paraprobi6tico (L. rhamnosus inativos), L. rhamnosus
(viaveis + inativos) e dieta controle (sem aditivo) antes e depois infeccdo com A.

hydrophila.
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia de juvenis de dourado (Salminus brasiliensis) até 7
dias apos infecgéo por A. hydrophila.
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3.3 Histomorfometria do intestino e figado

Os parametros histomorfométricos do intestino estdo apresentados na Tabela
7. As dietas suplementadas com L. rhamnosus (viaveis e inativos) e paraprobiético
influenciaram positivamente altura total dos vilos e altura dos vilos sendo maiores
comparadas aos peixes que receberam a dieta controle. A serosa apresentou-se mais
espessa nos grupos de peixes que receberam probiodtico e L. rhamnosus (viaveis e
inativos) na dieta, sendo, porém so o grupo probiético diferiu do controle (p < 0.05). O
namero de células caliciformes foi maior nos peixes que receberam as dietas contendo
L. rhamnosus (viaveis e inativos) e probiotico e a dieta controle (p < 0.05), porém o0s
grupos controle e probiético ndo diferiram da dieta paraprobidtico, ao qual obteve
menor presenta de células caliciformes.

Os parametros histomorfométricos dos hepatoécitos estdo apresentados na
Tabela 8. A area do citoplasma dos hepatocitos dos peixes que receberam a dieta
paraprobiotico foi maior (p < 0.05) comparados com os hepatdcitos das outras dietas.
O perimetro do citoplasma nos grupos paraprobiético, probiético e controle foram
significativamente iguais e maiores (p < 0.05), porém o grupo controle ndo diferiu do
grupo com L. rhamnosus (viaveis e inativos). A relacdo perimetro nucleo citoplasma
dos hepatdcitos foi maior (p < 0.05) nos peixes que receberam as dietas contendo L.
rhamnosus (viaveis e inativos) e controle, porém o controle ndo diferiu do probidtico.

As demais variaveis ndo apresentaram diferenca (p>0.05).
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Tabela 7. Parametros histomorfométricos do intestino de dourados (S. brasiliensis) alimentados com probidtico (L. rhamnosus),

paraprobiotico (L. rhamnosus), L. rhamnosus (viaveis + inativos) e dieta controle (sem aditivo)

Parametros

Tratamentos

L. rhamnosus

Controle Probidtico Paraprobiotico (viaveis e inativos) CVv
Atura total do vilo (um) 716,66+82,66 671,51451,77¢ 783,13+86,82% 868,2+52,852 24,01
Altura do vilo (um) 625,23+75,50% 549,70+65,01° 695,60+65,872° 770,81+64,522 26,09
Largura do vilo (um) 145,58+9,71 147,57+18,14 130,49+5,87 151,31+10,94 26,09
Espessura epitélio (um) 56,52+6,34 56,77+8,75 53,34+1,82 58,25+5,87 34,10
Lamina propria (um) 51,73+6,17 44,35+9,35 34,61+2,60 48,21+9,38 20,33
Sub mucosa (um) 40,55+3,82 44,03+6,62 44,17+2 54 42,65+30,2 8,38
Camada muscular (um) 57,47+6,49 78,69+19,82 61,25+12,38 72,6+12,94 24,48
Serosa (um) 36,62+3,19° 55,19+10,532 34,47+29,59P 44,13+6,282 22,47
Célula caliciformes/vilo 25,00+3,48% 22,00+2,04% 20,00+4,36° 28,00+3,922 47,32

Os valores sé@o expressos com média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indica diferenca (p < 0,05) teste de Duncan.
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Tabela 8. Parametros histomorfométricos dos hepatoécitos de dourados (S. brasiliensis) alimentados com probidtico (L. rhamnosus),

paraprobiotico (L. rhamnosus), L. rhamnosus (viaveis + inativos) e dieta controle (sem aditivo)

Parametros

Tratamentos

L. rhamnosus

Controle Probiotico Paraprobiotico (vidveis e inafivos) CVv
Circularidade nuclear (0-1) 1,000,004 1,00+0,007 0,99+0,010 0,99+0,10 0,92
Area Nucleo (um?) 1,02+0,14 1,00+0,16 1,03+0,15 0,97+0,12 16,04
Area Citoplasma (um?) 9,03+0,97° 9,16+1,04° 10,07+0,882 7,80+0,89° 11,74
Perimetro Nucleo (um) 3,55+0,27 3,52+0,28 3,59+0,26 3,48+0,22 8,02
Perimetro Citoplasma (pum) 11,53+0,712 11,59+1,272 12,11+0,612 10,460,75° 6,68
RANC 11,52+1,06 11,25+1,31 10,82+1,31 12,92+1,37 12,11
RPNC 31,00+1,52° 30,54+1,34° 29,80+0,91° 33,92+3,082 7,20
Volume nuclear (um?3) 0,80+0,16 0,87+0,16 0,71+0,13 0,86+0,07 16,22

Relagdo area do nucleo e citoplasma - RANC, Relagéo perimetro do nucleo e citoplasma — RPNC. Os valores sdo expressos com média + desvio padréo.

Letras diferentes na mesma linha indica diferenca (p < 0,05) teste de Duncan.
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4. Discussao

Pesquisas sobre aspectos relevantes para a aquicultura como boa nutricdo dos
animais e uso de imunoestimulantes como o0s probioticos, ajudam a melhorar a
produtividade, saude, o0 ambiente aquatico e com isso controlar a susceptibilidade a
doengas nos organismos aquaticos tem sido uma exigéncia da Organizagdo para a
Alimentacéo e a Agricultura FAO (Kiron, 2012; Dawood et al., 2019; Amenyogbe et
al., 2020; El-Saadony et al., 2021) .

A suplementacdo dietética com probiotico Lactobacillus rhamnosus,
paraprobidtico Lactobacillus rhamnosus e a combinagdo de probidtico +
paraprobiotico ndo melhorou o desempenho produtivos dos juvenis de dourados
Salminus brasiliensis nas condi¢des testadas.

Os juvenis de dourados desse estudo apresentaram baixa converséao alimentar
aparente, em todas as dietas testadas, porém destacam-se 0s peixes alimentados
com a dieta contendo paraprobiético que, além de boa conversdo alimentar,
apresentaram ganho de peso superior, mesmo que nao significativo. Cerca de 70%
do custo de producdo de uma piscicultura é por conta dos gastos com racdo, em
decorréncia disso, a conversao alimentar segue sendo um dos principais fatores que
acrescem o custo. Diante dos dados de conversao alimentar podemos estimar o
desempenho produtivo e o custo de producdo, pois quanto menor o valor da
converséao alimentar menor sera os gastos com alimentacdo e mais eficiente sera a
producédo (Kubitza, 2009).

A suplementacdo com probiotico, paraprobidtico e L. rhamnosus (viaveis e
inativos) ndo modificou as respostas hematoldgicas dos juvenis de S. brasiliensis.
Segundo Fazio (2019) a avaliagédo do perfil hematoldgico é uma ferramenta importante
para ajudar no diagnostico de condicbes estressantes ou doencas que podem
prejudicar o sistema de producéo. Além disso, fornece informac¢des importantes sobre
a nutricdo e a qualidade do ambiente em que vivem (Fazio et al., 2013). Apoés a
infeccdo bacteriana com A. hydrophila as concentracdes de hemoglobina, hematdécrito
e eritrocitos foram reduzidas, independente do tratamento.

A hemoglobina permaneceu dentro da faixa de referéncia proposta por Weiss
et al (2010) que varia de 5 a 10 g/dL. As proteinas hemoglobinas sao responséaveis

pelas demandas de oxigénio, as proteinas presentes nos eritrécitos promovem a
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dissolucéo de gas e o transporte nos tecidos, realizando assim as reacfes catabdlicas
oxidativo (Souza and Bonilla-Rodriguez, 2007). Essas func¢des estdo adaptadas as
diferentes mudancas ambientais e as necessidades metabdlicas dos animais (Riggs,
1976). A infeccao por A. hydroplila pode ter ocasionado uma reducéo da capacidade
de transporte de oxigénio dos peixes, mas nao prejudicou seu metabolismo.

Os mecanismos de acdo dos paraprobiotico ainda ndo estdo bem elucidados,
no entanto, estudos reforcam a capacidade desse aditivo em modular o sistema imune
(Almada et al., 2016; Barros et al., 2020) e inibir patbgenos por meio da adeséo nas
células intestinais (Grzeskowiak et al, 2014)

Segundo Satake et al. (2009), a concentracdo de hematdcrito de S. brasiliensis
em condi¢des experimentais podem variar de 36 a 45%, entretanto os apresentados
nesse trabalho, antes e apos a infec¢do bacteriana, entdo abaixo dos valores exposto
pelo o autor. Valor reduzido de hematdcrito foi registrado por Koch et al. (2018) apds
testarem doses de vitamina A e submeter juvenis de S. brasiliensis a infeccao
experimental com A. hydrophila. A diminuicdo do hematdcrito pode estar relacionado
a reducdo de eritrécitos apds a infeccdo bacteriana, porém essa reducdo nao foi
abaixo dos valores de referéncia (1,95 — 2,33 x 10° yL™!) exposto por Sakate et al.,
(2009). Koch et al. (2018) também observaram reducao de hematdcrito e eritrécitos
apos ao desafio. Assim como a hemoglobina, o hematdcrito e eritrécitos podem ser
indicadores da capacidade de transporte de oxigénios dos animais.

Os indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM néo apresentaram diferenca
entre os tratamentos e entre os tempos de coleta (p>0.05). Esses indices podem ser
usados para a identificacdo de perda da homeostase, quando o organismo sobre
situacbes estressantes adversas (Tavares-Dias et al., 2009). Como estédo
relacionados com o tamanho dos eritrécitos, concentragdo da hemoglobina e
hematdcrito seus valores foram considerados normais.

A suplementacdo dietética com probidtico, paraprobiotico e L. rhamnosus
(viaveis e inativos) ndo alterou os parametros hematolégicos dos juvenis de S.
brasiliensis antes e apos infeccdo bacteriana. Os valores reduziram, mas nao
causaram problemas nos peixes.

Com o crescimento da producdo de alimentos surge novos desafios, como
produzir alimentos eficientes que melhoram a salde e aumentam a produtividade

alimentar (Rodiles et al., 2018). Com isso, 0 uso de probioticos na aquicultura tem sido
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uma pratica conhecida, devido sua acdo no desempenho produtivo, na utilizacao de
nutrientes (Yao et al., 2021), melhora do sistema imunolégico e controle de patdégenos
na microbiota intestinal (Thaiss et al., 2016; Brito et al., 2019). No entanto, a eficiéncia
dos probidticos esta associada a varios fatores como, a administracdo e dosagem
apropriadas e a estabilidade da bactéria ao seu armazenamento. Uma das maiores
preocupacdes do uso de microrganismos vivos € haver transferéncia de gene de um
patdgeno para probidticos no ambiente (Newaj-Fyzul; Al-Harbi; Austin, 2014). Uma
alternativa para esse problema é a utilizacdo de paraprobiético, que sdo células
microbiana nédo viaveis, que quando administradas em doses certas traz beneficios
ao hospedeiro (Choudhury; Kamilya, 2019).

Os dourados submetidos a infecgdo bacteriana mostraram uma resposta de
glicose reduzida em comparagcao ao tempo de coleta antes da infec¢éo, independente
do tratamento. A analise de glicose e cortisol sdo utilizadas como indicador da
resposta ao estresse (Braithwaite; Ebbesson 2014). Na producédo animal, os peixes
sao frequentemente submetidos a diferentes agentes estressores devido ao manejo
de rotina (Oba et al., 2009; Portz et al., 2006). Entretanto, mudancas nas
concentracfes de glicose podem acontecer por varios fatores, e tem impacto
multifatorial no organismo, por isso, deve ser usado como um indicador adicional para
medir o estresse em peixes (Martinez-Porchas; Martinez-Cérdova; Ramos-Enriquez,
2009; Bartorikova; Hyrsl; Vojtek, 2016). Porém, as mudancas nas concentracdes de
glicose podem ocorrer minutos, horas ou até dias depois apoés ter sofrido uma situacao
adversa (Langiano; Martinez 2008). Segundo Martinez-Porchas et al., (2009)
conhecer o0s niveis basais de glicose e cortisol plasmatica das espécies
experimentalmente estudadas € muito importante, pois os valores encontrados podem
serem usados como referéncia para as espécies.

Os leucdcitos sédo células que atuam na defesa do organismo monitorando
possiveis infec¢des, injuria tecidual e alteragdes na homeostasia do animal (Mahoney;
Macnulty, 1992; Satake, 1999; Secombes, 1996). Os neutrofilos formam a primeira
linha de defesa celular e junto com o0 mondcito, eosinofilo e macrofagos modulam o
sistema imune inato pela fagocitose no combate a patégenos (Tavares-Dias e Moraes,
2004). Os linfécitos séo as células predominantes na reacédo de defesa do organismo
e em situacdes estressantes a concentracdo dessa célula é diminuida (lwama;

Nakanishi, 1996; Silva et al., 2012). Os linfocitos foram células dominantes em todos
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0s tratamentos, porém apos a infeccdo bacteriana seu niamero reduziu drasticamente,
em todos os tratamentos. A reducdo de linfocitos deve estar relacionada a inaptidao
das células a reagir contra um patégeno. Da mesma forma, o nimero de mondcitos,
leucocitos imaturos, trombdcitos e leucocitos também reduziram. Assim também,
Claudiano et al., (2019) observaram reducdo no numero de leucdcito de Piaractus
mesopotamicus de 1 hora a 9 horas apos a infeccao por A. hydrophila.

A estimulacdo da atividade respiratéria dos leucdcitos em peixes, apos serem
alimentados com dietas contendo probi6tico inativados (paraprobiotico) forma
registrados por Roman et al. (2012) em Sparus aurata e Decentrarchus labrax
fornecendo probidtico Vagococus fluviais viaveis e inativos e Mufioz-Atienza et al.
(2015) em Scophthalmus maximus alimentados com mix de bactérias lacticas viaveis
e inativadas. Entretanto, nesse estudo n&o foi observado efeito na ARL entre as dietas
testamos, mas ouve aumento da atividade apds a infec¢éo bacteriana, sugerindo que
0s juvenis de dourados tiveram uma resposta ao estresse sofrido. Espécies oxidativos
de oxigénio (EROs) sdo produzidas normalmente pelo metabolismo, no entanto, a
producdo é controlada por um sistema de defesa antioxidante (Biller; Takahashi,
2018). A atividade respiratéria dos leucocitos € um indicador da resposta imune inata
e pode ser ativada apos infeccao por patdgenos (Biller et al., 2013).

A catalase, superoéxido dismutase e glutationa peroxidase sdo 0s mecanismos
enzimaticos que combatem espécies reativas de oxigénio que existe no sistema de
defesa antioxidante e estédo presentes nos tecidos de peixes
(Storey, 1996; Van Der Oost et al., 2003). E sdo a primeira linha do mecanismo de
defesa antioxidante contra a produgéo excessiva de EROs (Deyashi e Chakraborty,
2016). A CAT relaciona-se com o0s niveis da enzima antioxidante superoxido
dismutase (SOD) que é o radical superoxido gerado normalmente nos organismos
aerébios, durante o processo de oxidacéo e é responsavel por catalisar a conversao
do anion superoéxido em perdxido de hidrogénio (Fridovich, 1995). No presente estudo
nenhum efeito significativo foi observado na atividade destas duas enzimas
antioxidantes, quanto no tecido hepatico quanto muscular.

As células caliciformes do trato gastrointestinal desempenham um papel
importante na manutencdo da homeostase e também atua como linha de frente da
defesa inata do hospedeiro, (Kim & Ho, 2010; Bevins & Salzman, 2011). Sé&o

responsaveis por varias enzimas digestivas e pela secrecdo de muco,
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predominantemente mucinas, que serve como uma barreira contra microrganismos
patogénicos e também atua como bactericida devido a presenca de lisozima (Reid,
1988; Banan Khojasteh, 2012).

As dietas influenciaram o numero de células caliciformes, a dieta contendo L.
rhamnosus (viaveis e inativos) seguida da dieta controle e probidtica, apresentaram
maiores quantidades, respectivamente. Um grande numero dessas ceélulas, bem como
alta secrecdo de muco, pode ser uma resposta protetora a um possivel estresse
alimentar segundo Benoit et al. (2014), porém no presente estudo o aumento nao foi
excessivo. As dietas podem ter permitido uma maior protecdo as superficies epiteliais
da mucosa intestinal contra danos fisicos, e uma maior barreira de difusdo para varios
ions entre o conteudo luminal e o revestimento epitelial (Vegetti et al. 1999). Trabalhos
anteriores relataram maior nimero de células caliciformes ap6s uso de dietas
suplementadas com probiotico (Ramos et al., 2016; Standen et al., 2016).

O intestino € o principal 6rgdo de absorcdo de nutrientes, e as vilosidades
intestinais estdo fortemente ligadas a esse processo, pois quanto maior a vilosidade
maior a absorcao de nutrientes (Sanchez-Amaya et al., 2007; Picoli et al., 2019). A
modulacdo da morfologia intestinal pode contribuir consequentemente na melhoria do
desempenho zootécnico, porém no presente estudo o desempenho nao foi
melhorado. As dietas contendo L. rhamnosus (viaveis e inativos) e paraprobidtico
apresentaram maiores altura total dos vilos e altura dos vilos, segundo Melo et al.
(2013) esse resultado se deve a acao inibitéria das bactérias probibticas contra
bactérias indesejaveis no intestino o que Ihe garante uma maior integridade. Fonseca
et al. (2020) observaram aumento nas vilosidades intestinais de tilapia do Nilo apds o
uso de probidtico na dieta, porém também nao tiveram efeito no desempenho
zootécnico, corroborando com o estudo.

Quanto aos hepatécitos, a morfologia do tecido hepatico pode ser usada como
biomarcadores das respostas nutricionais, das condi¢cdes metabdlicas e salude dos
peixes (Raskovi¢ et al., 2011; Rodrigues et al., 2017). Além disso, alteracées como
deplecdo de glicogénio, inflamacdo e neoplasias podem ser interpretadas como
resposta ao estresse (Kohler et. al., 1992; Teh et. al., 1997). Neste estudo, 0s
parametros area do citoplasma, perimetro do citoplasma e relacao perimetro nucleo
citoplasma que apresentaram diferencas significativas ndo causaram danos negativos

nos hepataocitos.
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Em conclusdo as dietas suplementadas paraprobiotico (L. rhamnosus) e L.
rhamnosus (viaveis + inativos) apresentaram potencial para melhorar a modulacéo a
morfologia intestinal com maior comprimento das vilosidades. No entanto, é preciso
adequar as doses e tempo de administracao dos aditivos testados para potencializar

os efeitos no sistema imunoldgico e reduzir os efeitos de estresse.
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