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RESUMO

A aquicultura é o setor da producéo de alimentos que mais cresce no cenario mundial. Devido
a crescente demanda por proteina de origem animal, vem se observando a intensificacdo dos
cultivos aquicolas, contudo, este crescimento explosivo é sujeito a inimeros fatores que
aumentam a susceptibilidade dos peixes as doengas, resultando em um alto percentual de
mortalidade. Visando a manutencao da homeostase dos peixes, a reducéo do estresse causado
pelo manejo é fundamental. O objetivo geral desta tese foi avaliar a acdo da suplementacédo da
microalga Arthrospira platensis nos parametros metabdlicos e hematolégicos de juvenis de
tilhpia do Nilo, frente a diferentes desafios estressantes. Foram avaliadas as respostas
metabolicas (glicose sanguinea, lactato e proteina total) e hematoldgicas (eritrdcito,
hematocrito, hemoglobina, volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média) frente a diferentes desafios estressantes: degradacao da qualidade de agua,
adensamento e simulacédo de transporte. Foram ofertadas duas dietas: apenas racdo comercial
(controle); e racdo comercial suplementada com a microalga A. platensis. No primeiro
experimento (degradacdo da qualidade de &gua), a adi¢cdo da microalga na racdo reduziu o
estresse metabolico dos peixes, evidenciado pela menor concentracdo de glicose e lactato
sérico, porém ndo apresentou diferencas significativas nos parametros hematoldgicos. Nos
dois outros experimentos, adensamento e simulacdo de transporte, os animais arragoados com
dieta suplementada com A. platensis apresentaram quadro indicando reducdo de estresse
frente aos agentes estressores quando comparados aos peixes do Grupo Controle. Além da
diminuigcdo da glicose e lactato, os animais da Dieta 1 apresentaram maiores valores de
eritrécitos, hemoglobina e hematdcritos, condicionando os peixes a uma condicdo mais

confortavel frente as situacdes adversas.

Palavras-chave: Estresse. Fisiologia. Hematologia.



ABSTRACT

Aquaculture is the world's fastest growing food production sector nowadays. Intensification of
aquaculture is mainly due to the increasing demand for animal protein. However, this
explosive growth is subject to factors that increase fish susceptibility to disease, causing a
high mortality rate. In order to maintain fish homeostasis, stress reduction is fundamental. The
objective of this thesis was to evaluate the action of Spirulina platensis microalgae
supplementation on the metabolic and hematological characteristics of juveniles of Nile
tilapia, facing different challenges stressful. Metabolic responses (blood glucose, lactate and
total protein) and haematological (erythrocyte, hematocrit, hemoglobin, mean corpuscular
concentration and mean corpuscular hemoglobin concentration) were evaluated on stressful
challenges: degradation of water quality, densification, and simulation of transport. Two diets
were offered to the fishes: only commercial ration (control); and commercial feed
supplemented with A. platensis microalgae. In the first experiment (degradation of water
quality), the addition of the microalga in the feed reduced the metabolic stress of fish, which
was showed by the lower concentration of glucose and serum lactate, but did not present
significant differences in the hematological. In the two other experiments, density and
transport simulation, animals fed with a diet supplemented with A. platensis indicating a
reduction of stress in relation to the stressors when compared to the control group. In addition
to the decrease in glucose and lactate, the animals fed with diet 1 presented higher
erythrocyte, hemoglobin and hematocrit values, adapting fishes to a more comfortable

condition in the face of adverse situations.

Keywords: Stress. Physiology. Hematology.



LISTADE FIGURAS

Figural — Imagem microscopica (objetiva de 10x) da microalga Arthrospira

[0 E2 L C=] ] USSR

Figura2 — Diagrama generalizado dos elementos neuroendécrinos da resposta ao
estresse em peixes teledsteos. ACTH — Horménio Adreno Corticotroéfico,
MSH — Hormaonio Melandcito Estimulante, BEND  —

B OO N et

Figura 3 — Biomassa seca de Arthrospira platensis e ragdo. Cultivo integrado entre a S.
platensis e a tilapia do Nilo em ambiente

(o)) 1 [0 TP PP PP PP TPPTP

24

28



Gréficol —

Grafico 2 —

Gréafico 3 —

Gréfico4 —

Grafico b5 —

Gréafico6 —

LISTA DE GRAFICOS

Valores médios e desvio padrdo da glicose plasmaética de juvenis de til&pia
do Nilo, Oreochromis niloticus, arracoados com duas dietas (Dieta 1 =
Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e
submetidos ao desafio da degradacéo da qualidade de &gua............c.ccceenee.

Valores médios e desvio padrao de lactato plasmatico de juvenis de tilapia
do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 =
Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e

submetidos ao desafio da degradacdo da qualidade de agua..............ccccueee.

Valores médios e desvio padrdo de proteina total plasmatica de juvenis de
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas (Dieta 1
= Racéo comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial + Arthrospira platensis) e
submetidos ao desafio da degradacéo da qualidade de &gua.............ccceuenee.

Valores médios e desvio padrdo da glicose plasmaética de juvenis de tilapia
do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 =
Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e

submetidos ao desafio da simulacao de transporte ...........ccccevveveevecievieenene

Valores médios e desvio do lactato plasmatica de juvenis de tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus, arracoados com duas dietas (Dieta 1 = Racdo
comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial + Arthrospira platensis) e
submetidos ao desafio da simulagdo de transporte..........c.ccoovvveieieieienennnn

Valores médios e desvio de proteina total plasmatica de juvenis de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas (Dieta 1 = Ragdo
comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial + Arthrospira platensis) e

submetidos ao desafio da simulacao de tranSporte..........cccocveveenenieieerennnnn

41

42

44

54

55



Tabelal —

Tabela2 - Quantidade e valor da producdo dos principais peixes produzidos no Brasil

Tabela3 -

Tabela4 —

Tabela5 -

Tabela 6 —

LISTADE TABELAS

Producdo anual (2009 — 2014) de pescado atraves da pesca e da aquicultura.

Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) dos parametros fisico-
quimicos da agua de cultivo de juvenis de tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Rag¢&o comercial e Dieta 2
= Racgdo Comercial + Arthrospira platensis) e submetidos ao desafio da

degradacdo da qualidade de AQUA............cccoeeieiieiiiece e

Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) da série vermelha do
sangue (RBC = eritrdcitos, Ht = hematdcrito e Hb = taxa de hemoglobina) e
indices hematimétricos (VCM = Volume Corpuscular Médio e CHCM =
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) de juvenis de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas (Dieta 1 = Ragdo
comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e

submetidos ao desafio da degradacdo da qualidade de agua..............ccccuee...

Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) da glicose plasmatica,
lactato plasmatico e proteina total plasmatica de juvenis de tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus, arracoados com duas dietas (Dieta 1 = Racgéo
comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial + Arthrospira platensis) e

SUbMEtiAOS @0 AAENSAMENTO. ... ...t ee e

Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) da série vermelha do
sangue (RBC = eritrécitos, Ht = hematdcrito e Hb = taxa de hemoglobina)
e indices hematimétricos (VCM = Volume Corpuscular Médio e CHCM =
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) de juvenis de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas (Dieta 1 = Racdo
comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial + Arthrospira platensis) e

SUbMEtidoSs 80 AdENSAMENTO. ... .ccoe e

17

38

39

46



Tabela7 — Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos da agua de
cultivo de juvenis de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados
com duas dietas (Dieta 1 = Racdo comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial +
Arthrospira platensis) antes do transporte e imediatamente apds a abertura 52
A0S SACOS (IAD)... ettt ettt nneas

Tabela8 — Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) da série vermelha do
sangue (RBC = eritrocitos, Ht = hematdcrito e Hb = taxa de hemoglobina) e
indices hematimétricos (VCM = Volume Corpuscular Médio e CHCM =
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) de juvenis de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas (Dieta 1 = Racdo
comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial + Arthrospira platensis) e

submetidos ao desafio da simulag&o de transporte............ccoovveeieieiencriennene 58



AM
CE
MS

PR

SP
IBGE
FAO
UFC
EDTA
R$
HSV-1
IMNV
SNC
CPI
CSC
PS

°C

pH
AD
IAD

mL
ML
fL

pm

Kg

Kg
mg
cm

nm

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

Amazonas
Ceara

Mato Grosso do Sul

Parana

Séo Paulo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Food and Agriculture Organization
Unidade Formadoras de Colbnia
Acido etilenodiamino tetra-acético
Real (moeda)

Virus do herpes tipo 1

Virus da Mionecrose Infecciosa
Sistema Nervoso Central
Cérebro-pituitaria-inter-renal
Células Simpaticas de Cromafina
Polissacarideos Sulfatados

Graus Celsius

Potencial Hidrogenionico

Apbs o desafio

Imediatamente ap6s o desafio
Litros

Mililitros

Microlitros

Fentolitros

Micrometros

Quilograma

Grama

Quilograma

Miligrama

Centimetros

Nanometro



rpm
Hb

Ht
CHCM
RCB
VCM

Rotagdes por minuto

Hemoglobina

Hematdcrito

Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
Contagem de Células Vermelhas

\Volume Corpuscular Médio



LISTA DE SIMBOLOS

% Porcentagem
B Beta
°C  Graus Celsius



2.2
2.3
24
2.5
2.6

3.1

3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
4.3

SUMARIO

LN EI0] 5161070 IR 16
REVISAO BIBLIOGRAFICA........oiiiieiineicisise st 21
Tildpia do Nilo e fatores estressantes do CUItiVO.............ccoeovreieiiiiiiciiees 21
ANTAroSPIra PlAtENSIS. ......c.vieeieieeest e 23
O estresse e as respostas fisioldgicas dOS PEIXES.......cccvrvverieereeieiieeresiieseenns 25
IMUNOESTIMUIANTES. .....cviieiiiiiec e 29
Parametros hematolOgiCOS. ........coovviiirieiiiee e 30
MATERIAL E METODOS....ccctttuuuuuuunneeiaeereeeeeeeeeeeeemmmnnnnnnneneseen 35
Obtencdo da biomassa de Arthrospira platensis e preparo da

= Tor= [0 PRSPPI 34
Obtencgdo e aclimatagdo doS aNIMAIS..........cceveririiirieieese s 35
Degradacdo da qualidade da AgUa............ccccereirrinenennseeee e 35
AGENSAMENTO. ...c.vieviitieie sttt bbb bbbt es 35
LU0 ES] 010 (=TSP PR PR 36
Coleta de sangue e analise dos parametros hematoldgicos............cccceevvevenne. 36
ANALISES BSTALISTICAS. ... vvevveieieiicecie e 37
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ooimiiiiiineieeieisssssssisssssss s 38
Degradacao da qualidade de AQUa............ccccveieeiieiicieeie e 38
AGENSAMENTO. .....eeviieieieteeee ettt et st besrenne e 45
LI LS 010 (RO PRSPPI 52
CONCLUSAOQ. ...ttt 61

REFERENCIAS. ...c.ocooeeeeee oo e et e e e et es e es et eer e e es e e s e e e esaeenerans 62



16

1 INTRODUCAO

A aquicultura é o setor da producdo de alimentos que mais cresce no cenario mundial.
A producdo aquicola global tem apresentado crescimento continuado nas ultimas cinco
décadas, de acordo com as informagdes mais recentes do “Estado Mundial da Aquicultura”,
publicacdo da Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2016),

que apresenta as estatisticas da produ¢do mundial para o ano de 2014.

Estimativas realizadas em estudo recente do Banco Mundial previam que no ano de
2030, a aquicultura seria responsavel pela metade da oferta de pescado do planeta (WORLD
BANK, 2013). Entretanto, se considerarmos somente a producgédo de pescado para 0 consumo
humano, essa previsao esta equivocada. Isto porque a producdo mundial de pescado atingiu,
em 2014, a marca de 167,2 milhGes de toneladas (Tabela 1) de acordo com as préprias
estatisticas da FAO (2016), sendo que 20,9 milhdes de toneladas oriundas da pesca
extrativista ndo foram utilizados para fins alimenticios. Desta forma, das 93,4 milhdes de
toneladas de pescado capturados pela pesca, apenas 72,5 milhGes de toneladas foram
destinadas ao consumo humano, e como a producdo aquicola mundial para 0 mesmo ano de
2014 foi de 73,8 milhGes de toneladas, seria l6gico afirmar que pela primeira vez a
aquicultura superou a pesca no abastecimento de pescado para 0 consumo humano,
antecipando as estimativas do Banco Mundial em 16 anos.

Conforme informam os dados da FAO (2016), o pescado como fonte alimentar no
periodo de 1961 a 2013 cresceu a uma taxa media anual de 3,2%, enquanto o0 crescimento
populacional mundial esteve em torno de 1,6% no mesmo periodo, significando que a taxa
média anual de producdo de pescado foi o dobro da taxa de crescimento populacional. Para
efeito de comparacdo em relacdo a demanda de pescado no mundo, 0 consumo per capita por
pescado passou de 9,9 kg em 1960 para 18,5 kg em 2010, com estimativas preliminares para
além de 20 kg no ano de 2014 (Tabela 1).

A China desempenha um importante papel neste crescimento, uma vez que representa
por 60% da producdo aquicola mundial (FAO, 2016). Este desenvolvimento impressionante
tem sido impulsionado por alguns fatores, tais como: aumento de renda da populagdo e
consequente poder de compra, bem como ao avanco tecnoldgico e canais de distribuicdo mais
eficientes. A aquicultura vem nos ultimos anos, despontando no agronegocio como uma
solucdo viavel no suprimento de pescado para atender sua crescente demanda mercadoldgica

devido a reducdo constante da oferta de recursos naturais disponiveis.
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Tabela 1 — Producéo anual (2009 — 2014) de pescado através da pesca e da aquicultura.

2009 2010 2011 2012 2013 20141
(MilhGes de toneladas)

PRODUCAO

Pesca

Continental 10,5 11,3 11,1 11,6 11,7 11,9

Marinha 79,7 779 82,6 79,7 81,0 81,5

Total Pesca 90,2 89,1 93,7 91,3 92,7 93,4

Aquicultura

Continental 34,3 36,9 38,6 42,0 44,8 47,1

Marinha 21,4 22,1 23,2 24,4 25,5 26,7

Total Aquicultura 55,7 59,0 61,8 66,5 70,3 73,8
145,9 148,1 155,5 157,8 162,9

UTILIZACAO

Consumo humano 123,8 128,1 130,8 136,9 1415  146,3

Uso néo alimentar 22,0 20,0 24,7 20,9 21,4 20,9

Populacao (bilhdes) 6,8 6,9 7,0 7,1 7,2 7,3

Consumo per capita (Kg) 18,1 18,5 18,6 19,3 19,7 20,1

FONTE: FAO (2016). Nao foram contabilizadas as plantas aquéticas.
1 Os dados para 2014 séo estimativas

A producdo de organismos aquaticos em cativeiro tem crescido significativamente em
todo mundo, a uma taxa média anual de 8,8% nas Gltimas décadas, alcancando o recorde em
2014, quando foram produzidas cerca de 73,8 milhOes de toneladas, excluindo plantas
aquaticas. Por outro lado, a producdo mundial de captura tem se mantido estavel em cerca de
90 milhGes de toneladas (FAO, 2016).

A aquicultura continental produziu 47,1 milhGes de toneladas representando 63,8% das
73,8 milhGes de toneladas da producdo aquicola mundial no ano de 2014, enquanto que a
aquicultura marinha representou 36,2% dessa mesma producdo global. A aquicultura
continental em viveiros é a principal forma de garantir pescado de cultivo em paises em
desenvolvimento, apesar do cultivo em tanques-rede esta crescendo significantemente em
paises como o Brasil (FAO, 2016).

No cenério nacional, segundo dados publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica — IBGE (2016), a producdo total da piscicultura brasileira foi de 507,12 mil
toneladas em 2016, representando um aumento de 4,4% em relacdo ao ano anterior, gerando
mais de R$ 3 bilhdes, que significa 70,9% do valor levantado pela aquicultura nacional.

A Unidade Federativa que mais produziu peixes em 2016 continuou sendo Rondonia,
com despesca de 90,64 mil toneladas, o que representou um aumento de 7,3% em relacéo ao
ano anterior. O Parani manteve a segunda posi¢do com a despesca de 76,06 mil toneladas, um

aumento de 9,8% quando comparada a producdo do ano anterior, ficando a frente do Estado
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de Sdo Paulo, que produziu 48,35 mil toneladas e subiu para a terceira posi¢do. O Municipio
de Rio Preto da Eva (AM) foi o principal produtor nacional de peixes, registrando a despesca
de 13,38 mil toneladas, enquanto Ariquemes (RO) com despesca de 13,04 mil toneladas
ascendeu ao posto de segundo municipio que mais produziu peixe no pais, seguido por Ords
(CE) com 8,74 mil toneladas e Morada Nova de Minas (MG) com 8,49 mil toneladas
despescadas em 2016 (IBGE, 2016). O Municipio de Jaguaribara (CE), continuou
apresentando queda na producao de peixes, reduzindo em 73,0% sua producao, despescando
apenas 3,73 mil toneladas e figurando apenas na modesta 242 posi¢do no ranking. Os motivos,
de acordo com o levantamento realizado no municipio, foram a queda no reservatdrio de agua

do Acude Castanh&o e a migracao dos produtores para outros estados (IBGE, 2016).

Tabela 2 — Quantidade e valor da producdo dos principais peixes produzidos no Brasil em
2016.

Producdo de peixes

Espécie Quantidade Valor

Total (Kg) Percentual ~ Total (1.000 R$) Percentual

(%) (%)

Total 507 121 920 100,0 3264 611 462 100,0
Tilapia 239 090 927 47,1 1335024 158 40,9
Tambaqui 136 991 478 27,0 879 037 488 26,9
Tambacu/Tambatinga 44 948 272 8,9 328 151919 10,1
Carpa 20 336 354 4,0 139 100 275 4,3
Pintado 15860 113 31 167 036 559 51
Pacu/Patinga 13 065 144 2,6 101 474 150 3,1
Matrinxa 8 766 980 1,7 69 578 057 2,1
Pirarucu 8 637 473 1,7 91 034 450 2,8
Jatuarana/Piracanjuba 6 076 014 1,2 46 865 112 1,4
Outros peixes 2932920 0,6 19 309 435 0,6

FONTE: IBGE (2016)

Conforme mostra a Tabela 2, a tilapia foi a espécie mais cultivada em 2016, com
aproximadamente 239,09 mil toneladas despescadas, o equivalente a 47,1% do total da
piscicultura. A espécie registrou um aumento de 9,3% em relacdo a producdo obtida em 2015.

Apresentando um aumento de 0,2% em relacdo ao ano de 2015, o tambaqui manteve a
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segunda posi¢do no ranking de peixes produzidos no pais, com a despesca de 136,99 mil
toneladas, o que representa 27,0% do total. A criacdo é maior no Norte do Pais (79,8%),
principalmente no Estado de Rondbénia, que responde por 50,8% da producdo nacional e
63,7% da producéo regional.

O Municipio de Or6s (CE) lidera o ranking municipal da producéo de tilapia, Unica
espécie produzida no municipio, com a despesca de 8,74 mil toneladas despescadas em 2016.
A segunda posic¢do agora é ocupada por Morada Nova de Minas (MG) que, em 2015, ocupava
a 112 posicdo. Assis Chateaubriand (PR) manteve a terceira posi¢do, com a producao de 7,00
mil toneladas.

As estatisticas mais atuais publicadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2016) comprovam o potencial da aquicultura no Brasil. No entanto, os
cultivos de animais aquéaticos devem ser realizados de forma a garantir a maxima producao e
produtividade de forma sustentavel, sem esquecer a sanidade e bem estar dos animais.

Com o avanco da tecnologia e o aumento da demanda por proteina animal, a
aquicultura tem ocupado cada vez mais um espaco no cenario mundial, se consolidando como
a atividade que mais cresce no agronegocio (FAO, 2016). As condi¢des sanitarias e
nutricionais dos animais sdo importantes para os piscicultores assegurarem uma boa qualidade
do pescado do ambiente de cultivo até chegar ao consumidor (FUCHS, et al., 2015).

Devido a crescente demanda mundial por proteina de origem animal, vem se
observando a intensificacdo dos cultivos aquicolas, contudo, este crescimento explosivo é
sujeito a inumeros fatores que aumentam a susceptibilidade dos peixes as doencas, resultando
em um alto percentual de mortalidade. A adog¢édo do sistema intensivo na producéo de peixes
traz alguns problemas de ordem sanitaria que sdo cada vez mais corriqueiros no cultivo, sendo
necessario um programa de monitoramento das condicdes de higidez dos animais cultivados
(RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Existem, atualmente, medidas para prevenir o aparecimento de doencas, no entanto, 0s
métodos de prevencéo, tais como vacinagdo, também podem induzir o estresse por causa do
manuseio. Outros métodos incluem a adicdo de antibidticos na racdo, adi¢do de produtos
guimicos na agua e controle bioldgico, como o0 uso de outras espécies nas estruturas de
cultivo. Neste sentido, a hematologia pode ser aplicada no intuito de avaliar as condicdes de
bem estar do animal frente as adversidades encontradas no ambiente de cultivo. Segundo
Costa et al., (2014), o conhecimento da resposta hematoldgica sob diferentes dietas pode ser
uma ferramenta 0til para novas formulacGes, sob a Otica da defesa organica do animal,

consequentemente a profilaxia de enfermidades.
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Mudangas no meio externo modificam a homeostase dos peixes, tendo como
consequéncias alteragdes fisiologicas, enddcrinas e respostas imunologicas, e, segundo
Nardocci et al. (2014), diferentes respostas imunoldgicas ajudam a mitigar os efeitos do
estresse a nivel celular. Quando este processo falha, os individuos sofrem mais para manter
seu equilibrio com o ambiente, produzindo condi¢des satisfatdrias para o surgimento de
patologias (MCEWEN; GIANAROS, 2011). A resposta ao estimulo que gera o desequilibrio
na homeostase de um organismo é chamada de estresse e 0s estimulos que o geram sdo 0s
agentes estressores (MCEWEN; WINGFIELD, 2010).

Visando a manutencdo da homeostase dos peixes, a redugdo do estresse causado pelo
manejo é fundamental. E importante manter as densidades de estocagem em niveis adequados
para cada espécie, bem como separar as classes de tamanho, fazer a classificacao para reduzir
as interacGes comportamentais de agressividade e manter as redes e gaiolas limpas para ajudar
no fluxo de &gua, reduzindo assim, o risco de degradacdo da agua. Conforme o exposto,
melhorar o rendimento do cultivo de peixes, tornando-0s mais resistentes as doencas e ao
estresse causado pelo manejo sdo os maiores desafios encontrados pelos piscicultores
(ABDEL-TAWWAB; AHMAD, 2009).

Ao longo dos anos, diversos pesquisadores vém criando medidas para evitar ou
mitigar o efeito de agentes externos que possam comprometer o sucesso do cultivo. A
inclusdo de aditivos nas dietas de peixes € uma estratégia recente e vem ganhando
consideravel atencdo (IBRAHEM; MOHAMED; IBRAHIM, 2013). Além de conter os
nutrientes essenciais necessarios para o0 bom funcionamento fisiolégico do animal, estes
aditivos também atuam como um meio pelo qual os peixes assimilam outros componentes que
possam afetar positivamente a sua saude (IBRAHEM et al., 2010).

O objetivo geral desta tese foi avaliar a acdo da suplementacdo de uma racao
comercial com a microalga Arthrospira platensis nos parametros metabolicos e hematoldgicos
de juvenis de tilapia do Nilo, frente a diferentes desafios estressantes, como a degradacao da
qualidade de &4gua, o adensamento e a simulagédo de transporte.

Os objetivos especificos desta tese foram avaliar:

v" As respostas metabdlicas por meio da concentracdo de glicose sanguinea,
lactato e proteina total e;

v As respostas hematoldgicas por meio dos valores de eritrocito, hematocrito,
hemoglobina, volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tilapia do Nilo e fatores estressantes do cultivo

Tilapias sdo peixes ciclideos nativos do continente africano e pertencem a trés géneros
da subfamilia Tilapiane: Tilapia, Oreochromis e Sarotherodon. Segundo Maghna et al.
(2016), existem cerca de 70 espécies de tilapias descritas taxonomicamente, distribuidas pelos
rios do mundo, sendo que somente 0s animais pertencentes ao 0 género Oreochromis
apresenta viabilidade para a aquicultura, em virtude dos indices de produtividade e adaptacédo
a condicdes de cativeiro. As principais espécies cultivadas globalmente sdo Oreochromis
niloticus (tilpia do Nilo), Oreochromis mossambicus (tilapia de mogambique) e Oreochromis
aureus (tilapia aurea ou azul).

Animais da espécie Oreochromis niloticus sdo onivoros, podendo utilizar uma vasta
gama de itens alimentares, incluindo as algas azuis (ABDEL-TAWWAB; EL-MARAKBY,
2004). Ha relatos de bactérias potencialmente probidticas e patogénicas encontradas no trato
intestinal de peixes cultivados em viveiros, tais como Bacillus sp., Lactobacillus brevis,
Lactobacillus collinoides, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus farciminis, Vibrio sp. e
Pseudomonas fluorescens (DEL’DUCA; CESAR; ABREU, 2015).

A criacdo de tilapias vem tendo um crescimento impressionante, o que faz com que,
apos o salmdo e camardo, seja destacada como um dos produtos da aquicultura mais bem
sucedidos no comeércio internacional (GARCIA et al., 2013). Conforme a FAO (2014), 135
paises ao redor do mundo cultivavam comercialmente a tilapia. No ano de 2010, a producéo
de tilapias oriundas da aquicultura foi de aproximadamente 3,5 milhdes de toneladas,
enquanto que em 2013 a produ¢do mundial de tilapia alcancou aproximadamente 4,7 milhdes
de toneladas, sendo a China responsavel por 1,6 milhdes de toneladas, seguida pelo Egito,
Filipinas, México, Tailandia, Taiwan e Brasil (FITZSIMMONS; CEROZI; TRAN, 2014).

A tilapia do Nilo é uma das espécies mais importante dos grupos das tilapias. E a
segunda espécie de peixe mais cultivada no mundo e teve sua producdo quadruplicada na
ultima década. Alguns fatores importantes para este crescimento foram a boa aceitacdo dos
consumidores e pregos estaveis no mercado (WANG; LU, 2015).

No Brasil, a aquicultura € uma atividade pecuaria com expressiva evolugdo nos
ultimos anos com incremento na producao de mais de 35% na Ultima década. O crescimento
da producgéo aquicola continental foi de aproximadamente 40% no triénio (2008-2010) o que

correspondeu a 38% da producdo total de pescados em 2010, sendo 32% representados
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somente pela aquicultura continental (BRASIL, 2012). Geralmente, a producéo de tilapias no
territorio brasileiro é realizada em pequenas e médias propriedades ou em aguas da Unido,
principalmente em viveiros escavados e tanques-rede instalados em reservatorios (KUBITZA,
2011).

O principal peixe de dgua doce produzido no Brasil é a tilapia, que representou 47,1%
de toda a producdo nacional em 2016, seguido pelo tambaqui, com 27,0% e do tambacu e
tambatinga que representaram 8,9%. Os Estados de Rondénia (90,63 mil toneladas), Parana
(76,06 mil toneladas) e Sao Paulo (48,34 mil toneladas) foram os maiores produtores de
peixes em 2016 (BRASIL, 2016). O estado do Cear4 foi apenas o nono maior produtor do
pais em 2016, com uma producdo de 17,37 mil toneladas.

A tilapia se destaca por sua resisténcia as doencas e tolerancia a condicdes extremas de
cultivo. Devido sua rusticidade, muitos produtores utilizam altas taxas de estocagem e, muitas
vezes, em ambientes hostis que resultam em altos niveis de estresse. A densidade de
estocagem é considerada na aquicultura como um agente estressor cronico, que esta associado
ao aumento dos niveis de cortisol que por sua vez é modulado pelo hormdénio
adrenocorticotréfico (ACTH), conforme Andrade et al. (2015). A intensificacdo das
metodologias de cultivo que ocorreu nos ultimos anos gracas a crescente consolidacdo
mercadoldgica da tildpia fez com que os empreendimentos utilizassem densidades de
estocagem muito altas (ASSIS; FREITAS, 2012). Como consequéncia desta elevada
densidade utilizada nos cultivos, a qualidade de agua fica comprometida, deixando os animais
em situacOes estressantes, principalmente devido ao acimulo de amdnia toxica.

A qualidade da agua também é um fator primordial para a manutencdo da ambiéncia
em equilibrio com os peixes. Neste sentido, o nitrogénio dissolvido na 4gua merece uma
atencdo especial. Altas concentracdes de residuos nitrogenados, principalmente amoénia e
nitrito, sdo fatores determinantes para a manutencao da boa qualidade de agua em ambientes
de cultivo (ABREU; ESTEVES; URBINATI, 2012). Em determinadas condi¢fes, amonia
pode ser encontrada na forma ionizada (NH4*) ou na forma nédo ionizada (NHs). A alta
toxicidade da aménia ndo ionizada concerne dela ser uma molécula lipofilica, enquanto o ion
amonio € lipofébico.

Outro manejo que expde a tildpia ao estresse € o transporte. A atividade fisica
associada ao estresse no transporte pode causar impactos durante e apds este manejo. O
transporte inadequado pode resultar em 100% de mortalidade devido as condicGes
inapropriadas, sendo importante também acompanhar a sobrevivéncia pos-transporte. No

Brasil, muitos piscicultores realizam o transporte de peixe vivo em sacos plasticos, sendo esta
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pratica condicionada a um limitado suprimento de oxigénio dissolvido e consequente aumento
na concentracdo de metabodlitos toxicos, como a aménia (GONCALVES et al., 2010).
Segundo Shabani et al. (2016), durante o transporte o0 peixe passa por inUmeros manejos que
podem potencializar o estresse, como a captura no tanque e a exposic¢ao ao ar. Somado a estes
fatores ainda podemos citar o adensamento durante o transporte, os chogues mecanicos entres

0s animais e a transferéncia dos sacos ou caixas de transporte para 0s viveiros e/ou tanques.

2.2 Arthrospira platensis

Microalgas podem ser definidas como sendo agrupamentos polifiléticos de
microrganismos fotossintetizantes, autotroficos, unicelulares, coloniais ou multicelulares
simples (GUIRY, 2012). Segundo 0 mesmo autor, existem cerca de 72.500 espécies, sendo ja
44.000 descritas, distribuidas nos reinos Bacteria (cianobactérias), Plantae (algas verdes),
Chromista (diatomaceas) e Protozoa (dinoflagelados). Dependendo da espécie, o tamanho de
uma microalga pode variar de poucos micrometros (um) a algumas centenas de micrometros.
Além disso, ao contrario das plantas superiores, as microalgas ndo possuem raizes, caules e
folhas. S8o seres capazes de realizar a fotossintese sendo responséveis por produzirem
aproximadamente a metade do oxigénio atmosférico e, simultaneamente, utilizam o diéxido
de carbono para crescerem autotroficamente (SUGANYA et al., 2016).

Em regides tropicais e subtropicais, onde o cultivo € elevado, as algas ganharam uma
atencdo especial como uma fonte alternativa de proteina para serem utilizadas em ra¢des para
peixes cultivaveis (IBRAHEM; IBRAHIM, 2014). Segundo Roselet (2015), a producéo
comercial de microalgas esta restrita apenas poucas espécies, sendo a Arthrospira platensis
empregada na nutricdo humana e animal, na producdo de ficobiliproteinas e na inddstria
cosmeética, cresce em ambientes com elevadas concentracGes de bicarbonato.

A composicdo quimica da Arthrospira inclui: lipidios (6 a 13%), dos quais metade séo
acidos graxos, ficocianina (20 a 28%) e carboidratos (15 a 20%), principalmente
polissacarideos. Estas moléculas possuem uma variedade de atividades bioldgicas, atuando
contra o virus do herpes tipo 1 (HSV-1), além da atividade imunoestimulante e anticoagulante
(CHAIKLAHAN et al., 2013). Além disso, também averiguaram propriedades
anticancerigenas e antioxidantes (IBRAHEM et al. 2010, IBRAHEM; IBRAHIM, 2014).

Pertencente ao grupo das cianobactérias, a Arthrospira platensis (Figura 1) é rica em
compostos antioxidantes, tais como a ficocianina, o B-caroteno, os tocoferois e o superoxido

dismutase, compostos que atuam na eliminacdo de radicais livres (YEGANEH; TEIMOURI,



24

AMIRKOLAIE, 2015), possui cerca de 60% de proteina digestivel, possuindo todos os
aminoacidos essenciais (CAPEELI; CYSEWSKI, 2010), além influenciar na producdo de
glébulos vermelhos e brancos no sangue de humanos (LISHENG et al., 1991).

A cianobactéria S. platensis ja vem sendo bastante cultivada e pode ser utilizada como
uma fonte barata para extracdo de ficobiliproteinas (MORAES; BURKET; KALIL., 2010).
Devido algumas propriedades intrinsecas deste microorganismo, as pesquisas vdo além do
interesse para sua utilizagdo como ingrediente natural e corante para alimentos. Segundo
Chen, Wong e Zheng (2006), esta cianobactéria apresenta resultados positivos em tratamentos
terapéuticos de doencas como Alzheimer, Parkinson e na prevengdo de cancros orais e

cutaneos.

Figura 1 — Imagem microscopica (objetiva de 10x) da microalga Arthrospira platensis.

Fonte: M.Sc Anderson Alan da Cruz Coélho.

Patil et al. (2008) relataram que o efeito antioxidante presente na Arthrospira é
atribuido as suas ficobiliproteinas, como a ficocianina e, além disso, sugeriram que a
Arthrospira pode ser utilizada como um suplemento antioxidante dietético natural ou
adicionada em produtos, como barras de cereais, em frutas ou bebidas, evitando algumas
doencas cronicas onde radicais livres estdo envolvidos.

Devido ao seu alto teor de proteina e valor nutricional, a adicdo de Arthrospira nas
dietas de animais tem sido empregada em todo o mundo (WUANG et al., 2016), sendo que
testes em varias espécies de peixes, crustaceos e moluscos ja foram realizados
(UNGSETHAPAHND et al.,, 2010). Segundo Ibrahem et al. (2013), a quantidade de

Arthrospira a ser adicionada em ragdes animais ainda ndo foi unificada, sendo necessarios
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estudos para determinar a concentracdo ideal que podera resultar nos efeitos desejados sobre o
desempenho zootécnico, as respostas imunoldgicas e a resisténcia as infeccdes.

A microalga Arthrospira também esta inserida no grupo de organismos que agem
como probidtico, tendo sido utilizada como suplemento alimentar no combate e prevencao de
doencas de animais aquéticos (ABDEL-TAWWAB; AHMAD, 2009). Probidticos sdo
substancias que podem potencializar a imunidade de animais aquéticos, sendo uma alternativa
no combate de infecgdes que vem recebendo grande atencao por parte dos tilapicultores de
todo mundo (HAI, 2015).

A utilizacdo de microalgas na suplementacdo de racdes leva vantagem sobre bactérias
probiodticas na dosagem empregada. A concentracdo eficaz de bactérias probidticas para
peixes comumente utilizada gira em torno de 10° UFC/mL (HAI; BULLER; FOTEDAR,
2009), enquanto a tilapia necessita de concentracdes ainda maiores (HAI; FOTEDAR, 2009).
Por outro lado, de acordo com esses autores € necessario entre 5 e 10 g de Spirulina /Kg de
racao na dieta para sua acdo probidtica.

2.3 O estresse e as respostas fisioldgicas dos peixes

O estresse pode ser definido como uma perturbacdo intrinseca ou extrinseca a um
determinado organismo, causando um desequilibrio na homeostase ou no seu equilibrio
fisiolégico dindmico (BARTON, 2002). A acdo dos agentes estressores pode ameacar e/ou
perturbar o equilibrio homeostatico, produzindo mudancgas comportamentais e fisioldgicas nos
animais, obrigando-os a se adaptem as novas condi¢des (IVERSEN; ELIASSEN, 2009).
Conforme Moreira et al. (2015), metodologias para diminuir a interferéncia de agentes
estressores nas func@es vitais e fisiologicas dos peixes sao importantes durante o manejo.

De acordo com Barbas (2015), o estresse esta associado a realocacdo da energia para
atividades que demandam muita energia, tais como crescimento e reproducdo, bem como
atividades que promovam a restauracdo da homeostase, tais como: respiracdo, locomocéo,
balanco hidromineral e reparacdo de tecidos. As consequéncias do estresse dependerdo da
acdo e do tempo do agente estressor, bem como do tipo de estresse: cronico ou agudo. O
estresse agudo ocorre quando ha algum erro momentaneo no manejo causado por uma
manipulagdo abrupta ou também quando ha uma modificagdo no meio ambiente
(BARCELLOS et al., 1999a), enquanto o estresse cronico ocorre quando 0s animais
permanecem por um longo periodo em condi¢Ges inadequadas, como por exemplo, em altas
densidades de estocagem (BARCELLOS et al., 1999b) e em ma qualidade da agua.
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De acordo com Lefrancois et al. (2001), o estresse em peixes provoca modificagdes na
agressividade, gerando uma maior exigéncia metabdlica, aumentando o consumo de oxigénio
e produzindo mais metabolitos. Ademais, afeta a atividade dos leucdcitos, facilitando a
infeccdo por fungos e bactérias, podendo causar mortalidade (DURVILLE; COLLET, 2001).

Segundo Small (2004), o estresse também tem a capacidade de inibir o desempenho
reprodutivo de peixes. Lima et al. (2006) corroboram esta afirmativa em seus estudos ao
concluirem que o estresse de manejo pode adiantar ou atrasar o periodo normal de reproducéo
de algumas espécies, como a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, e a tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus, que dependendo do estdgio de maturacdo gonadal, o estresse pode
causar completamente a parada de sua reproducao.

As respostas fisioldgicas expressas pelos peixes devido aos estimulos adversos
ocasionados por agentes estressores podem ser classificadas como primarias, secundarias e
terciarias (BILLER et al., 2008). As respostas primarias sdo as neuroenddcrinas ou hormonais
que provocam a liberagdo dos hormonios do estresse, como as catecolaminas e 0s
corticosteroides (ELLIS et al., 2012), e referem-se ao reconhecimento do agente estressor,
através do sistema nervoso central (SNC), ativando o sistema cérebro-pituitaria-inter-renal
(CPI) e as células simpaticas de cromafina (CSC) do cérebro (BARBOSA; MORAES;
INOUE, 2007). O entendimento de funcionamento deste sistema é crucial para a elucidacao
de uma gama de mecanismos importantes para a manutencdo da homeostase dos peixes
(ARDIANSYAH; FOTEDAR, 2016). Logo que o estimulo adverso é percebido, ocorre a
liberacdo das catecolaminas e dos corticosterdides na corrente sanguinea (ESLAMLOO et al.,
2014), caracterizado pelo aumento da concentragdo de cortisol no sangue, evidenciando
mudanca na homeostase (ADAMANTE et al., 2008). As catecolaminas induzem a quebra de
glicogénio para aumentar a entrada de energia durante situacdes estressantes (CONCOLLATO
et al., 2014), enquanto o cortisol é envolvido, possivelmente com outros hormoénios e no
aumento de acidos graxos no sangue (ROTHWELL et al., 2005).

As respostas secundarias sdo as mudancas nos parametros fisiologicos e biogquimicos,
caracterizados pelo aumento da glicose plasmatica e por distlrbios na osmorregulacéo
(BRANDAO; GOMES; CHAGAS, 2006). A glicose é um substrato energético cuja producéo
estd voltada para ajudar o metabolismo animal a lidar com a demanda energética,
principalmente nas situagdes estressantes (ARDIANSYAH; FOTEDAR, 2016). Segundo Ellis
et al. (2012), o aumento no namero de células vermelhas no sangue também ¢é caracteristica

das respostas secundarias. Quando o0s peixes estdo submetidos a algum agente estressor,
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necessitam de energia para se adaptarem as novas condic¢des. Desta forma, eles fazem uso de
suas reservas hepéticas de glicogénio através da glicogendlise, disponibilizando energia
necessaria para as fungdes vitais. Além da elevacdo de glicose na corrente sanguinea, o
aumento da concentracdo de lactato decorrente do metabolismo anaerdbio, também é uma
resposta secundéria ao estresse (LI et al., 2009).

As respostas tercidrias sdo caracterizadas pelo comprometimento do crescimento,
mudangas no comportamento e aumento da susceptibilidade a doencas. Estas respostas
geralmente independem do agente estressor, mas 0 aspecto quantitativo desta resposta
depende da intensidade e duracdo do estimulo (MEZEAUD; MEZEAUD; DONALDSON,
1977). E neste estagio de estresse que as reais perdas na producio de peixes em cativeiro sdo
observadas. O esquema geral das mudancas fisioldgicas ocasionadas pelo estresse em peixes

esta representado na Figura 2.
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Figura 2 — Diagrama generalizado dos elementos neuroenddcrinos da resposta ao estresse em
peixes teleosteos. ACTH — Hormdnio Adreno Corticotréfico, MSH — Hormonio Melandcito

Estimulante, BEND — Endorfina.

ESTRESSORES
arragoamento, povoamento, superpopulagéo, transporte, baixo
oxigénio dissolvido, mudancas bruscas no pH e temperatura, barulho
excessivo, esforco forcado, lesdes, presenca de substancias toxicas na
agua, restricdo espacial, interacdo social.

l

CEREBRO
Hipotalamo

Fibras simpaticas

Fatores hipotalamicos

|

HIPOFISE

ACTH, MSH, BEND

células cromafinicas

RIM CEFALICO

v

células interrenais

CATECOLAMINAS

CORTISOL

Diminui: balan¢o hidromineral
e glicogénio hepatico;
Aumenta: glicemia, fluxo
sanguineo nas branquias, débito
cardiaco, captacdo e transporte
de oxigénio;
Aumenta ou diminui: &cidos
graxos, funcdo imune.

Diminui: proteinas musculares,
funcéo imune, reproducdo,
crescimento;
Aumenta: balancgo hidromineral,
glicogénio hepatico, acidos
graxos.

Fonte: Adaptado de Wendelaar Bonga (1997).




29

2.4 Imunoestimulantes

Segundo Fuchs et al. (2015), uma variedade de aditivos, incluindo probidticos,
prebidticos, acidificantes e extratos derivados de plantas ou animais, estdo comercialmente
disponiveis para ra¢fes de animais aquaticos. Alguns pesquisadores avaliaram varios destes
aditivos com relacdo ao efeito no desempenho do crescimento, resposta imunoldgica e
resisténcia a doencas, bem como comunidades microbianas intestinais para varias espécies de
peixes.

Vérios estudos vém demostrando que estes aditivos estimulam os sistemas
imunolégicos e hematoldgicos que estdo associados com os mecanismos de defesa dos peixes
(BATISTA et al., 2016). Segundo Nayak (2010), os efeitos benéficos do uso de probidticos na
racdo podem aparecer com um regime alimentar entre uma a dez semanas. Entretanto, Batista
et al. (2015) avaliando o efeito de probidticos com regime alimentar de um més, ndo
obtiveram nenhum efeito na resposta imune de juvenis de linguado, Solea senegalensis.

De acordo com Oliva-Teles (2012), o uso de imunoestimulantes como aditivos na
aquicultura aumenta a defesa dos organismos contra as adversidades as quais 0s animais sao
expostos, como também é uma alternativa de tratamento para tratar algumas doencas em
peixes, sua administracdo pode ser por banho/imersdo (CEK; TURAN; ATIK, 2007), via
injecdo ou via administragdo oral (HARIKRISHNAN; BALASUNDARAM; HEO, 2011). A
bioencapsulacdo também é uma alternativa para o uso de imunoestimulantes na aquicultura.
Rotiferos enriquecidos com imunoestimulantes promoveram maior crescimento em larvas de
Pagrus major (TAKAOKA et al., 2011).

A utilizagdo de imunoestimulantes vem mostrando ser eficaz na melhoria da
resisténcia dos peixes contra condi¢bes adversas do ambiente (YEGANEH; TEIMOURI;
AMIRKOLAIE, 2015). Segundo Talpur et al. (2013), sua aplicacdo pode aumentar a protecdo
dos animais contra agentes patdgenos, incrementar o mecanismo de defesa ndo especifico,
além de melhorar o desempenho zootécnico. Portanto, a utilizacdo dos imunoestimulantes
naturais na aquicultura pode melhorar a resposta imune dos peixes contra adversidades
impostas pelo meio. Além disso, segundo Andrews et al. (2011), a utilizagdo de
imunoestimulantes naturais sé0 menos onerosos do que sinteticos comercializados.

Os polissacarideos sdo formados por cadeias de monossacarideos unidos por ligacfes
glicosidicas e sdo considerados como 6timos imunoestimulantes (SONG et al., 2014). Os
polissacarideos podem apresentar sulfato na sua estrutura quimica, sendo denominados de

polissacarideos sulfatados (PS). Por definicdo, os PS sdo polimeros formados por unidades
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repetitivas de acucares e carregados negativamente devido a presenca do radical sulfato
(STYER, 1996). Segundo Percival e McDowel (1967), os PS estdo presentes nas algas pardas,
vermelhas e verdes na forma de fucanas (fucoidanas), galactanas (carragenanas e agares) e
arabino-galactanas, respectivamente.

Os polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Botryocladia occidentalis
foram administrados na forma de banhos de imersdo em pos-larvas do camardo Litopenaeus
vannamei submetidos ao estresse (BARROSO et al., 2007) e incorporados na racdo de
camardes L. vannamei infectados com o virus da mionecrose infecciosa, 0 IMNV (COSTA et
al., 2006), sendo observados em ambos 0s casos um aumento significativo da sobrevivéncia
dos individuos.

Os potenciais usos biotecnoldgicos de polissacarideos naturais alcancaram um maior
reconhecimento devido a tendéncia global do mercado de substituir compostos sintéticos por
produtos naturais e a crescente necessidade de compreensdo das fungdes dos acUcares
sulfatados. Embora os polissacarideos de macroalgas ja venham sendo estudados ha muitos
anos, os de microalgas permanecem sem a devida caracterizacdo e a grande variedade de
acucares complexos, oriundos do metabolismo das células, ainda representa um grande
desafio (ARAD; LEVY-ONTMAN, 2010).

Segundo Oliva-Teles (2012), o uso dos imunoestimulantes na aquicultura ndo se trata
apenas de uma ferramenta para melhorar as respostas de defesa dos animais, mas também
uma alternativa frente aos antibidticos e agentes quimioterapéuticos utilizados no tratamento
de doencas de peixes. Existem diversas estratégias de suplementacdo alimentar desenvolvidas
para varias espécies de interesse aquicola, sendo o uso de imunoestimulantes um dos

principais suplementos estudados para o uso em tilapias do Nilo.

2.5 Parametros hematolégicos

O sangue é um tecido conectivo com propriedades especiais, cuja matriz extracelular é
liquida, composta por 90% de a4gua e 7% de proteinas (globulinas, albumina e fibrinogénio)
que sdo imprescindiveis para manutencdo da pressdo osmdtica do plasma. Além disso, 0
sangue transporta metabdlitos, horménios, enzimas e eletrdlitos variados (RANZANI-PAIVA;
SILVA-SOUZA, 2004). Segundo 0s mesmos autores, entre as fungdes que o sangue
desempenha destacam-se a distribuicdo de calor, o transporte de gases respiratorios, nutrientes
e produtos da excrecdo, além da defesa do organismo, correspondendo a um volume de 1,5 a

3,0% do peso vivo em peixes teledsteos.
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A hematologia estuda as alteracfes dos padrdes e dos distirbios morfoldgicos das
células do sangue, permitindo que seja estabelecida uma relacdo entre os pardmetros
sanguineos e a sanidade dos peixes (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). O monitoramento
do perfil hematologico vem sendo utilizada amplamente como uma ferramenta na avaliacédo
do de bem estar e saude dos animais (DAL’BO et al., 2015).

As células sanguineas sdo divididas em vermelhas (eritrécitos) e brancas (leucdcitos),
0 que pode ser visualmente constatado apds a centrifugacdo do sangue, que separa a Série
vermelha da série branca do sangue (DAMATTA et al., 2009). Além das citadas, 0s
trombdcitos também fazem parte do sangue, sendo células responsaveis pelo processo de
coagulagdo sanguinea.

A manutencdo da hemostasia € imprescindivel para todos 0s organismos
multicelulares, uma vez que quando surge um dano tecidual com injdria vascular, 0 organismo
esta sujeito a perda de suprimento sanguineo que, se nao for interrompido, pode levar a morte.
Assim, os trombdcitos sdo bastante abundantes, perdendo em quantidade apenas para 0s
eritrocitos (SOUSA et al., 2014).

Os estudos dos parametros hematoldgicos dos peixes permitem o conhecimento da
capacidade respiratéria da espécie e auxiliam na compreensdo de seu sistema imunologico
pela analise do eritrograma e pela analise quantitativa e morfolégica dos leucdcitos. Os
parametros eritro-leucocitarios sdo reconhecidamente utilizados como indicadores no
diagnostico e prognostico para avaliacdo de condicbes de estresse, tanto em animais no
ambiente natural como em cativeiro (SANTOS; TAVARES-DIAS, 2011). Os eritrocitos sdo as
células mais abundantes na circulacdo e possuem como fungdo principal o transporte de
oxigénio e gas carbdnico (THRALL, 2007). Os eritrocitos maduros de peixes teledsteos
possuem formato eliptico, esférico ou oval, com nucleo central de cromatina condensada, o
citoplasma tem aparéncia clara e homogénea, podendo conter quantidade variavel de pontos
claros rarefeitos ou vactolos associados a degeneracdo de organelas celulares (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2004). As alteracbes morfologicas nestas celulas estdo geralmente
relacionadas a resposta organica frente a um processo anémico.

Os leucdcitos sdo as células responsaveis pela defesa humoral e celular dos
peixes, utilizando a via sanguinea para evitar possiveis infeccfes e danos teciduais. As
linhagens celulares que compdem a série leucocitaria podem ser diferenciadas através da
presenca ou auséncia de granulagdes, caracteristicas morfologicas e suas propriedades
tintoriais quando em contato com corantes especificos (SATAKE; PADUA; ISHIKAWA,

2009). Os leucotcitos usualmente observados no plasma de peixes sdo os linfocitos,
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neutréfilos, mondcitos, basofilos e eosindfilos (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

Os linfécitos sdo células de formato arredondado, com citoplasma basofilico, sem
granulacGes e nacleo arredondado com a cromatina bastante densa (SILVA et al., 2012). Os
linfocitos sdo responsaveis pela resposta imune especifica humoral e celular, produzindo
anticorpos que atuam no processo de memdria imunoldgica, bem como promovem a liberacéo
de fatores reguladores da funcdo imune (FALCON, 2007).

Os neutrdéfilos possuem morfologia arredondada, ndcleo em forma de bastonete e
granulacGes citoplasmaticas aciddfilas. Essas células possuem propriedades fagociticas com
acdo bactericida, além da atividade microbicida desencadeada pelo processo de explosdo
respiratoria, caracterizado pela conversdo do oxigénio molecular em compostos e metabdlitos
derivados do oxigénio (FALCON, 2007).

Os eosinofilos e baséfilos sdo raramente encontrados no sangue periférico de
peixes, mas também participam da resposta imune, sendo encontrados com mais frequéncia
no trato intestinal e nas branquias, bem como na corrente sanguinea em ocasides de infestacdo
parasitaria (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

Os mondcitos sdo células de grande tamanho, e geralmente esféricas, podendo
apresentar polimorfismo. Essas células sdo de grande importancia no sistema imune dos
peixes, pois possuem a capacidade de ingestdo de material estranho ao organismo, assim
como restos celulares da resposta inflamatéria e de outros processos degenerativos, além de
secretarem radicais livres de oxigénio e nitrogénio, contribuindo com a destruicdo de
diferentes patogenos (FALCON, 2007; SILVA et al., 2012).

O hematocrito é um indice que corresponde a porcentagem de eritrécitos presentes
num determinado volume de sangue apds centrifugacdo (FARREL, 2011), se constituindo
num étimo indicador de salde animal frente aos diversos fatores ambientais aos quais 0S
peixes estdo sujeitos, pois € o indice hematolégico com menor coeficiente de variacdo
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2003). A hemoglobina é uma proteina conjugada formada de
96% de proteinas e por um grupo prostético de coloracdo vermelha denominado heme, o qual
é formado por um atomo de ferro e grupos porfirinicos (LOPES; BIONDO; SANTQOS, 2007).
Essa proteina conjugada funciona como um pigmento respiratorio que realiza o transporte do
oxigénio, através do sistema circulatorio para os orgdos e tecidos (FARREL, 2011). O
hematocrito, a concentracdo de hemoglobina e a contagem total do nidmero de hemacias
podem ser indicadores da capacidade de transporte de oxigénio no sistema circulatério dos
peixes (SILVA; LIMA; BLANCO, 2012).

O teste de proteinas plasmaticas totais auxilia na interpretagdo de diversas
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situacdes fisioldgicas, sendo baseado na quantificacdo da albumina, globulina e fibrinogénio,
que pode levar a constatagéo de problemas nutricionais (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007).

O volume corspuscular médio e a hemoglobina corpuscular média sdo indices
hematimétricos calculados a partir dos parametros hematolégicos primarios (hemoglobina,
hematdcrito e contagem de eritrocitos), sendo o volume corpuscular médio indicador da
dindmica cardiaca e do fluxo sanguineo, enquanto a hemoglobina corpuscular média

demonstra como esté a funcao respiratéria (HOUSTON, 1990).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao da biomassa de Arthrospira platensis e preparo da racao

A biomassa seca de A. platensis foi obtida apos a filtragem, em malha 60 um, da
biomassa Umida, a partir de cultivos em caixas de 250 L realizados na Estacdo de Aquicultura
Prof. Dr. Raimundo Saraiva da Costa (Figura 3), pertencente ao Departamento de Engenharia
de Pesca/UFC. Posteriormente, a biomassa Umida foi submetida a lavagem com agua
deionizada para retirada do sal e seca em estufa com recirculacdo de ar a 60 °C. Apos a

secagem, a biomassa, ja em forma de farinha, foi adicionada a racdo comercial.

Figura 3 — Biomassa seca de Arthrospira platensis e racdo comercial (A). Cultivo integrado
entre a S. platensis e a tilapia do Nilo em ambiente externo (B).

s,

Fonte: Arquivo pessoal (A) e M.Sc Leonardo Galvéo (B)

A farinha (biomassa seca) de A. platensis foi adicionada a racdo pulverizada mediante
sua dissolucdo em agua morna (45 °C) com adicdo de gelatina em p6 (5%). Apds a mistura
dos ingredientes, a racdo foi seca em estufa com recirculagdo de ar por 24 horas na
temperatura de 55 °C. A racdo utilizada para os animais do grupo controle passou pelo mesmo
processamento com excecao da adicdo da farinha de A. platensis.

Os animais que perfizeram o Grupo Tratamento foram alimentados com racdo
comercial (28% PB) suplementada com 20% da farinha de A. platensis, enquanto no Grupo
Controle, a racdo ofertada aos peixes ndo possuia a adi¢cdo da microalga. A racdo foi ofertada
para ambos os grupos, Controle e Tratamento, trés vezes ao dia e houve uma troca de agua
diaria de 10% do volume total para a manutengdo da qualidade de &gua. O arragcoamento

durou 21 dias com a oferta ad libitum aos animais.
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3.2 Obtencao e aclimatacao dos animais

Os juvenis utilizados neste trabalho tinham peso médio de 19,5+2,9 g e comprimento
médio de 8,1+ 0,4 cm. Eles foram provenientes da Estacdo de Piscicultura José William
Bezerra e Silva, e pertenciam ao Instituto Federal de Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Ceard,
Campus Aracati/CE e da Piscicultura Aquanorte, situada no municipio de Russas/CE.

ApoGs a chegada dos juvenis ao Laboratorio de Aquicultura do Instituto Federal do
Ceara, Campus Morada Nova, os animais foram aclimatados durante uma semana em caixas
de polietileno com capacidade para 1.000 L, providas de aeracdo constante e arracoados duas

vezes ao dia com ragdo comercial.

3.3 Degradacao da qualidade da agua

Durante 21 dias os animais foram cultivados em seis aquéarios (trés aquarios para o
Grupo Controle e trés para o Grupo Tratamento), contendo cada um 200 L de a4gua (em 250 L
de volume util) e com aeracdo constante. Além da manutencdo satisfatoria de oxigénio (O2)
neste periodo, os demais parametros fisicos e quimicos da agua (temperatura, pH, amonia
total, nitrito e nitrato) estiveram sob observacdo diaria e mantidos dentro da faixa de conforto
para espécie.

Em cada aquério foram estocados 50 peixes. ApOs o periodo de arragoamento de 21
dias, todos os aquarios tiveram a aeracgdo retirada. Esta acdo contribuiu substancialmente para
a diminuicdo da qualidade da &gua, principalmente para a deplecdo do oxigénio e 0 aumento
de compostos nitrogenados. Os animais permaneceram sob estas condi¢des por 24 horas,
guando, finalmente, os aeradores retornaram para cada aquario. Neste momento, a coleta de
sangue foi realizada em doze individuos (seis para o Grupo Controle e seis para 0 Grupo
Tratamento). A coletas seguintes foram realizadas 24, 48 e 72 horas ap0s o reestabelecimento

da aeracéo.

3.4 Adensamento

Os animais foram distribuidos em seis caixas de 1.000 L, sendo estocados 300 peixes
em cada caixa (0,3 peixes L) e divididos em dois grupos (Controle e Tratamento), sendo
arracoados trés vezes ao dia com a respectiva racdo para cada Grupo, como explicado no item

3.2. ApOs este periodo, os animais foram transferidos para seis aquarios de 200 L (trés
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aquarios por tratamento), contendo 100 L de agua, nas densidades de 50, 100 e 150 peixes por
aquario, cada um com aeracdo individual e constante, onde passaram 24 horas nestas
condicdes. Logo apds este periodo, seis peixes de cada tratamento foram capturados para a
coleta de sangue. Os peixes restantes foram transferidos para trés caixas de 1.000 L para as

coletas posteriores de sangue (24, 48 e 72 horas depois).

3.5 Transporte

Ap0s o periodo de 21 dias nas caixas de polietileno, alimentados com as respectivas
racdes (preparadas como explicado no item 3.2) e um jejum de 24 horas, 0s peixes de ambos
0S grupos, tratamento e controle, foram capturados aleatoriamente e transferidos para seis
sacos plasticos de 15 L de volume util (8 peixes por embalagem), contendo 4 L de &gua e 2/3
de oxigénio puro. A simulacdo de transporte teve duracdo de quatro horas, onde 0s peixes
foram colocados nos sacos plasticos, os quais foram inflados com oxigénio puro e, em
seguida, amarrados com ligas de borracha. Apos este procedimento, os sacos foram dispostos
lado a lado, e a cada 15 minutos, foram agitados manualmente simulando a movimentacéao
durante o transporte. Antes da simulacdo e ao seu término, foram aferidos os seguintes
parametros fisicos e quimicos da agua das embalagens de transporte: temperatura,
concentracdo de oxigénio dissolvido, pH e concentracdo de aménia total.

As coletas de sangue foram realizadas antes do transporte (nas caixas), ao término do
transporte, 24, 48 e 72 horas ap6és a finalizacdo. Na primeira coleta, realizada imediatamente
apos a abertura dos sacos, foram amostrados doze animais (dois peixes de cada embalagem),
o restante dos peixes foi transferido para aquarios de 200 L, onde permaneceram até as coletas
posteriores, sendo amostrados doze peixes (seis do controle e seis do tratamento) para cada
tempo de coleta.

3.6 Coleta de sangue e analise dos parametros hematologicos

O sangue dos animais foi coletado por pungéo intracardiaca. O sangue foi aliquotado
em duas partes: a primeira aliquota foi transferida para microtubos contendo anticoagulante
(EDTA) e fluoreto de potassio; e a segunda aliquota foi centrifugada (4.000 x g por 10
minutos).

A primeira aliquota foi utilizada para andlise de eritrécitos, hemoglobina e
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hematdcrito. A contagem dos eritrécitos (RCB) foi realizada pelo método do hemociémetro
em camara de Neubauer, utilizando o formol citrato como solucdo diluente e corante. Para
determinacdo da porcentagem de hematocrito, utilizou-se centrifuga para micro-hematocrito
numa rotacdo de 5.000 rpm durante cinco minutos (GOLDENFARB et al., 1971). A
concentragdo de hemoglobina foi determinada de acordo com a metodologia de Collier
(1944), diluindo o sangue na solucdo de Drabkin (1:200) e posterior leitura da absorbancia em
540 nm por meio de espectofotometria. Posteriormente a essas andlises, procedeu-se ao
calculo dos seguintes indices hematimétricos: volume corpuscular médio [VCM = (Ht x
10)/eritrdcitos] e concentracdo de hemoglobina corpuscular média [CHCM = (Hb/Ht) x 100],
segundo Wintrobe (1934).

A segunda aliquota foi centrifugada (4.000 x g por 10 minutos) para separacdo do
plasma e soro. Do plasma, 10 uL foi utilizado para afericdo de glicose e mais 10uL para
determinagdo do lactato, ambos utilizando medidor digital multiparametros (®Roche). Um
refratbmetro manual de Goldenberg foi utilizado para mensuracao da proteina plasmatica.

3.7 Analises estatisticas

As andlises dos parametros da agua e hematoldgicos para as duas dietas foram
realizadas utilizando o software Bioestat 5.3. Inicialmente foi aplicado o teste Kolmogorov-
Smirnov para testar a normalidade dos valores obtidos. Em seguida, os dados foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA). Quando o valor de F indicou diferenca
significativa (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Para 0 experimento
3.4 (adensamento), foi realizado teste de Tukey bifatorial. Os resultados estdo apresentados

como meédias + desvio padrdo em todas as analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Degradacdo da qualidade de agua

A retirada da oxigenacdo dos cultivos de juvenis de til&pia do Nilo por um periodo de
24 horas resultou em mudangas significativas em todos os pardmetros de qualidade de agua,
exceto na temperatura, conforme mostra a Tabela 3. A concentracdo de oxigénio dissolvido
caiu para 2,34 mg/L e 2,12 mg/L para os tratamentos da Dieta 1 e Dieta 2, respectivamente.
Os valores de pH de ambos os tratamentos foram significativamente menores em relacdo ao

pH da &gua dos respectivos grupos Controle.

Tabela 3 — Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) dos parametros fisico-quimicos
da &gua de cultivo de juvenis de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, arracoados com duas
dietas (Dieta 1 = Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e
submetidos ao desafio da méa qualidade de &gua.

Parametro Controle Ap0s 24 horas sem aeragdo
Dieta 1 Dieta 2 Dieta 1 Dieta 2
Oxigénio 6,92 6,80 2,34* 2,12*
dissolvido (0,73) (0,60) (0,88) (0,98)
(mg/L)
Temperatura 27,33 27,40 27,65 27,98
(°C) (0,43) (0,40) (0,33) (0,44)
pH 7,93 7,87 6,54* 6,42*
(0,10) (0,10) (0,07) (0,06)
Nitrato 6,44 6,61 8,75* 8,89*
(mg/L) 0,77) (0,65) (0,70) 0,77)
Nitrito 0,33 0,36 0,49* 0,55*
(mg/L) (0,03) (0,03) (0,04) (0,07)
Amonia Total 0,78 0,85 2,98* 3,01*
(mg/L) (0,04) (0,07) (0,03) (0,08)

Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu respectivo grupo controle; Valores médios acompanhados de
letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si estatisticamente (p>0,05); Controle (amostragem realizada
antes do desafio).

Este decréscimo pode estar relacionado com a producédo de didxido de carbono devido
a respiracédo dos peixes, que leva a formacéo de acido carbdnico apods sua dissociacdo em ions
H* e HCOgs, acidificando ligeiramente a agua (BOYD, 1982). Todos 0s compostos

nitrogenados avaliados tiveram aumento significativo, expondo os peixes a condicdo
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desfavoravel e fora da faixa de conforto para os peixes (BOYD; TUCKER, 1998).

A exposicdo dos peixes a condi¢do inadequada de qualidade de agua influenciou no
namero de eritrécitos em ambos os grupos quando amostrados 24horas Apds a Dieta AD
(Tabela 4). A diminuicio significativa (p<0,05) para 0,93 x 10%uL e 0,92 x 10%uL em relacio
ao grupo controle nos peixes da dieta 1 e dieta 2, respectivamente, difere dos resultados de
Pdvoa et al. (2008) que, ao submeterem Brycon opalinus & condi¢do de hipoxia, obtiveram

um aumento no numero de eritrécitos.

Tabela 4 — Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) da série vermelha do sangue
(RBC = eritrocitos, Ht = hematocrito e Hb = taxa de hemoglobina) e indices hematimétricos
(VCM = Volume Corpuscular Médio e CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média) de juvenis de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas
(Dieta 1 = Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e
submetidos ao desafio da degradacdo da qualidade de agua.

Controle 24AD 48AD 72AD
Dietal Dieta2 Dietal Dieta2 Dietal Dieta2 Dietal Dieta?2
RBC 1,63 1,43 093A* 0,92* 152aB 0,83b 1,27AB 1,23
(10%/pL) (x0,3) (x0,2) (x0,3) (z0,3) (x0,4) (x0,2) (£0,3) (z0,3)
Ht 31,3 315 30,7AB 282A 243B* 20,7B* 33,3A 19,3B*
(%) (¥0,9) (£1,2) (¥2,1) (¥1,8) (#19 (¥13) (15 (%1.4)
Hb 3,81 3,62 2,52a 5,17bA* 2,62 3,58B 2,73a  5,74bA*

(9/dL)  (£15) (£12) (20,9) (#04) (£0,8) (£0,6) (1,0)  (20,6)

VCM 187,5 2056 1948 208,7/A 158,8 205,3A 153,5 158,7B*
(fL) (x20,4) (40,0) (#6,9) (#13,3) (#47,0) (¥34,9) (#31,2) (1573)

CHCM 21,8 208 21,8A 23 7A* 233B 243A* 20,7A 28,8B*
(%) (#13) (#1100 (x09  (*1.9) (¥0.6) (¥0,6) (x1.0) (*¥2,0)

Letras minusculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam a
mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu respectivo
grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si
estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio).

Segundo Tavares-Dias e Mariano (2015), a elevagdo do numero de eritrécitos no
sangue de peixes condiciona 0s animais a terem uma maior oxigenacao no sangue, além disso
0 baco também contribui para o aumento destas células (ROJAS, 2011), sugerindo que a
elevacdo na concentracdo de eritrocitos € uma resposta a condi¢do de hipoxia. Os resultados
obtidos no presente estudo demostraram que ndo houve elevagéo de eritrocitos nas primeiras

vinte e quatro horas apds o desafio, sugerindo que, embora tenha ocorrido a deplegdo de



40

oxigénio dissolvido na &gua, os animais ndo foram capazes de aumentar o numero de células
vermelhas, o que os condicionariam a uma maior oxigenagdo na condigdo desfavoravel.

No presente trabalho, o percentual de hematdcrito ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) 24AD entre as dietas e entre estas e seus respectivos grupos Controle.
Porém, na amostragem 48AD ambas as dietas tiveram uma reducdo significativa, embora ndo
tenha apresentado diferenca entre si. Também foi observado que na amostragem 72AD o0s
animais que se alimentaram apenas com racdo comercial voltaram aos niveis basais, enquanto
0 grupo que se alimentou com racdo e Arthrospira manteve a reducao significativa (p<0,05).

A reducdo de hematdcrito pode estar relacionado a uma condicdo de anemia nos
animais, indicando que eles ndo estariam se alimentando bem. Porém, neste estudo foi
observado que todos os animais mantiveram comportamento alimentar normal, aceitando
ambas as dietas fornecidas. Foi verificado também que durante a exposicdo dos peixes a
reducdo da qualidade da agua, houve um aumento na concentracdo de nitrito. Segundo Ciji et
al. (2015), niveis elevados de nitrito podem causar a formacdo de metahemoglobina e,
consequentemente, reducdo de eritrocitos, hemoglobina e percentual de hematdcrito.

A hemoglobina é frequentemente utilizada como indicador do estado de salde dos
peixes, além de estar envolvida na regulagdo da funcdo imunoldgica do organismo (AL et al.,
2017). No presente trabalho, na amostragem realizada 24AD o0s peixes da dieta contendo a
Arthrospira apresentaram um aumento significativo (p<0,05) tanto em relagdo ao Grupo
Controle como em relagdo aos peixes que se alimentaram apenas com racdo comercial sem
aditivo.

Os resultados obtidos aqui evidenciaram uma baixa quantidade de oxigénio na agua
ap6s o desafio imposto e, segundo Damasceno et al. (2016), nesta condicdo os peixes
confrontam a hipdxia sintetizando mais hemoglobina. Acar et al. (2015) também observaram
efeito significativo na hemoglobina de tilapias de Mocambique (Oreochromis mossambicus)
alimentadas com dietas contendo 6leo essencial de laranja (1000 mg kg de racdo) e
desafiadas com Streptoccocus inae.

O volume corpuscular médio sofreu pouca influéncia ao desafio imposto, sendo que
apenas os animais da Dieta 2, na amostragem 72AD, apresentaram diferenca significativa em
relagcdo ao grupo controle. A diminui¢do no namero de eritrocitos, no teor de hemoglobina e
no VCM pode estar relacionado ao quadro de anemia, como consequéncia de hemorragia,
eritropoiese diminuida ou destruicao dos eritrocitos (MATOS; MATOS, 1995).

Em relagdo a concentragdo de hemoglobina corpuscular média, os animais que se

alimentaram da dieta contendo Arthrospira, apresentaram valores significativamente
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superiores em relacdo ao grupo controle durante todo o experimento. Além disso, a
amostragem realizada 72AD, apresentou o maior valor de CHCM (28,8%), diferindo,
também, das amostragens realizadas 24AD e 48AD. Nossos resultados foram superiores aos
relatados por Saha et al. (2017) ao avaliarem o efeito do antifungico fluconazol ofertado

durante 45 dias para alevinos de Labeo rohita contra Saprolegnia parasitica.

Gréafico 1 — Valores médios e desvio padrdo da glicose plasmatica de juvenis de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Rac¢do comercial e Dieta 2
= Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e submetidos ao desafio da degradacdo da
qualidade de agua.
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Letras minudsculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam a
mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu respectivo
grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si
estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio).

A concentracdo de glicose plasmatica se manteve semelhante aos niveis iniciais nos
peixes do grupo que se alimentaram de ragdo + Arthrospira durante todo o experimento
(Gréfico 1). Também ndo houve diferenga (p>0,05) entre as duas dietas quando 0s animais
foram comparados no mesmo momento de coleta. A Unica alteragdo expressiva ocorreu nos
peixes que se alimentaram apenas com racdo comercial, evidenciando um aumento
significativo (p<0,05) vinte e quatro horas ap0os o desafio comparado ao grupo controle, tendo
a tendéncia de retorno ao nivel basal nas amostragens seguintes.

A glicose necesséria para obtencdo de energia é originada por meio da glicogenolise
(SUMPTER, 1997), sendo comumente considerada como um indicador de estresse, quanto

maior a concentracdo deste agucar no sangue, maior a condi¢do estressante do animal
A
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(ESLAMLOO et al., 2012). Neste sentido, os animais do tratamento que se alimentaram com
a dieta contendo a suplementacdo de microalga ndo apresentaram nenhuma mudanga
significativa, enquanto houve um aumento 24 horas apds o desafio no tratamento com a dieta
1. A elevacdo de glicose também foi observada em tilapias apds os peixes serem submetidos a
outros fatores estressantes (FALCON et al., 2007; BARROS et al., 2014; JUNIOR, et al.,
2016).

Gréafico 2 — Valores médios e desvio padrdo de lactato plasmatico de juvenis de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Rac¢do comercial e Dieta 2
= Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e submetidos ao desafio da degradacdo da
qualidade de agua.
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Letras minusculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam a
mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu respectivo
grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si
estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio).

Na aquicultura € comum o0s animais cultivados ficarem expostos a situagoes
inapropriadas, devido aos manejos realizados rotineiramente ou as intempéries naturais,
resultando em condigdes estressantes. A deplecdo da qualidade de agua influenciou oscilagdes
acentuadas em relacdo a concentragdo de lactato plasméatico nos animais de ambos 0s
tratamentos (Gréafico 2). Os peixes da Dieta 1 apresentaram aumento significativo (p<0,05)
dessa concentracdo em relacdo ao controle, alcancando um pico de 5,5 mmol/L nas quarenta e
oito horas que sucederam o desafio, retornando aos niveis basais apenas na ultima

amostragem. Os animais que se alimentaram com a ragdo suplementada de Arthrospira
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tiveram um aumento (p<0,05) de lactato plasmatico apos vinte e quatro horas de desafio
registrando 3,7 mmol/L, com a tendéncia de retorno aos niveis do grupo controle nas
amostragens seguintes.

De acordo com Owen e Sunram-Lea (2011), a elevacdo do lactato plasmatico pode
condicionar a hipdxia dos tecidos em peixes, 0 que, por sua vez, ativa a producdo de energia
(ATP) por meio da glicAlise anaerdbica, utilizando o glicogénio armazenado no figado e tendo
o lactato como produto final. No presente estudo, os niveis de lactato plasmatico aumentaram
significativamente nos peixes de ambas as dietas ap0s vinte e quatro horas do desafio
imposto, diferentemente do observado por Naderi et al. (2017) que, suplementando a dieta
com vitamina E e nanoparticulas de selénio, registraram aumento de lactato apenas durante as
oito primeiras horas ao submeterem a truta arco iris ao estresse agudo. Yarahmadi et al.
(2016) afirmaram que a quantificacdo de lactato pode ser utilizada como um bom indicador de
estresse cronico, fato corroborado pelos nossos resultados.

A proteina plasmética total tem sido frequentemente utilizada para elucidar o estado de
salde e os mecanismos do metabolismo bioldgico dos animais sob estressores ambientais
(CHENG et al., 2017). De acordo com o Grafico 3, a concentracdo de proteina total no
plasma néo sofreu influéncia nos animais alimentados apenas com racdo comercial durante
todo o periodo experimental. Em contrapartida, os peixes que tiveram oferta de ragdo
suplementada com Arthrospira mantiveram a concentracdo préxima ao nivel do Grupo
Controle (4,4 g/dL) vinte e quatro horas ap0s o desafio, caindo significativamente para 3,8
g/dL e 2,7 g/dL quando foram amostrados 48 e 72 horas apds o desafio, respectivamente. Em
contraste aos nossos resultados, Abu-Elala et al. (2013) observaram aumento significativo na
concentracdo de proteina total em tilpias do Nilo, Oreochromis niloticus, alimentadas
durante dois meses com racdo suplementada do probiotico Saccharomyces cerevisiae e com 0
prebiético MOS.
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Gréfico 3 — Valores médios e desvio padrdo de proteina total plasmatica de juvenis de tilapia
do Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas (Dieta 1 = Racdo comercial e
Dieta 2 = Ragdo Comercial + Arthrospira platensis) e submetidos ao desafio da degradacédo da
qualidade de agua.
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Letras minusculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam a
mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu respectivo
grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si
estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio).

Ainda de acordo Ramesh, Narmadha e Poopal (2015), os peixes sob condigdes
estressantes podem mobilizar a proteina para atender a demanda necesséria de energia para a
manutencdo da atividade fisiologica. A manutencdo da concentracdo de proteina 24AD
préxima ao valor basal nos peixes que se alimentaram da dieta suplementada de Arthrospira e
a tendéncia a diminuicdo ap06s 48 horas do desafio imposto mostrou que, provavelmente nao
foi necessaria a utilizacdo da energia oriunda das proteinas manutencdo da atividade
fisioldgica frente a adversidade da deplecdo da qualidade de agua. Alteracdes no nivel de
proteina total pode ser observada quando ha danos no figado (ATLI et al., 2015) e a sintese

proteica é prejudicada por transtornos hepaticos (CHENG et al., 2017).
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4.2 Adensamento

O adensamento € considerado um estressor cronico e, no cultivo de peixes, alguns
manejos requerem que 0sS animais permanec¢am adensados por um tempo, como a vacinagéo, a
biometria, a depuragdo para posterior transporte, dentre outros (FAST et al, 2008). A
transferéncia dos peixes das caixas de aclimatagdo para aquarios e a permanéncia dos animais
durante um periodo de 24 horas em densidades maiores influenciou significativamente na
glicose plasmaética, no lactato plasmatico e nas proteinas totais plasmaticas, conforme mostra
a Tabela 5.

Também foi verificado que o perfil de glicose sofreu pouca alteracdo todo o
experimento, sendo que 0s animais que tiveram sua dieta suplementada com Arthrospira ndo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) em relagdo aos niveis basais em nenhum
momento. Andrade et al. (2015) também ndo observaram diferenca no teor de glicose ao
cultivarem Solea senegalensis durante 60 dias, utilizando trés densidades (7, 17 e 24 Kg/m?).
Do mesmo modo, Telli et al. (2014) ndo registraram nenhuma mudanca significativa na
glicose plasmatica de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, cultivadas por 84 dias e duas
densidades diferentes (18,75 peixes/m® e 62,5 peixes/m?). Peixes submetidos a estresse
crénico podem ndo exibir alteracBes ou apresentar apenas uma ligeira alteracdo no cortisol e
na glicose (BARTON et al., 2005; FAST et al., 2008). Em alguns casos, as mudancas nao
podem ser observadas no nivel de glicose plasmatica porque o estresse rapidamente consome
reservas de energia para manter a homeostase (MARTINEZ-PORCHAS; MARTINEZ-
CORDOVA; RAMOS-ENRIQUEZ., 2009).

Por outro lado, os peixes da dieta 1 estocados na maior densidade apresentaram
aumento significativo (p<0,05) nas 48 horas seguintes ap6s o desafio, retornando aos valores
de referéncia apenas na amostragem 72AD. Segundo Moreira et al. (2011), o aumento do teor
de glicose na corrente sanguinea indica um maior consumo de energia e uma resposta
metabolica mais elevada. O aumento do teor de glicose pode indicar que a maior densidade
neste tratamento resultou em uma condigdo estressante para 0s animais, tornando-os mais
susceptiveis a entrada de patdgenos e doencgas. Montoya et al. (2017) registraram aumento no
perfil glicémico seis horas ap0s exporem ao ar atmosférico matrinxas, Brycon amazonicus,

alimentados com B-glucano e retornando aos niveis basais em 24 horas.
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Tabela 5 — Valores médios e desvio padréo (entre parénteses) da glicose plasmatica, lactato plasmético e proteina total plasmatica de juvenis de
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, arracoados com duas dietas (Dieta 1 = Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira
platensis) e submetidos ao adensamento.

Tempo apds 0 adensamento

Glicose
(mg/dL)

Lactato
(mmol/L)

Proteina
(g/dL)

Controle 24AD 48AD 72AD

Densidade 1  Densidade 2  Densidade 3 Densidade 1 Densidade 2 Densidade 3 Densidade 1 Densidade 2 Densidade 3

D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D?2 D1 D?2 D1 D2 D1 D?2 D1 D?2 D1 D2

a a b a Gl b ab a ab a i b a a ab ab b ab

67 76,2 68,2 623 820 67,0 99,5 84,5 80,8 75,2 80,2 72,1 87,8 80,8 59,0 58,5 76,0 70,8 78,9 73,1
(100) (134) (56) (75 (87 (99 (100 (204) (10) (204) (10) (204) (10) (204) (10) (204) (10) (204) (10) (20.4)

acd* b* ac* d* c* acd* ab* b* c* ad* CR d* ac* ab a* b c* b

1,1 0,89 4,7 2,9 52 3,6 5,0 4,0 3,2 2,3 5,4 3,6 5,8 4,2 1,8 1,2 1,8 1,0 1,9 1,1
0,2) 1) (10 (©5 (@0 @©4 @©8 (02 (@©4 ©6) (@©5 (©5 (©8 (049 (02 @©O4 (©6) (02 (©5 (02

a b ac* b Gl a c a c* ab c abc a BEs b ab ab g

3,5 3,6 4,0 3,1 4,4 3,5 51 4,1 3,9 3,2 4,2 3,4 4,1 3,8 3,0 3,0 3,6 3,2 3,1 2,9
0,2) ©03) (03 (03 (@04 @©4 @©4 (©3 (@©02 ©4 @©4 (O3 (06 (03 O3y (©2 (©5 (©03) (©3) (03

Letras mintsculas comparam as duas dietas em trés densidades diferentes no mesmo dia de amostragem; Asterisco (*) comparam as dietas em relagdo ao seu respectivo grupo
controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do

desafio).
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Diferentemente da glicose que sofreu alteragGes pontuais, o lactato plasmatico
sofreu grandes alteraces em seu perfil. Apos 24 horas de adensamento, todos 0s peixes
apresentaram um aumento estatisticamente significativo (p<0,05). Além disso, nas trés
densidades avaliadas na amostragem 24AD, os peixes da Dieta 1 sempre apresentaram
teor de lactato maior que os animais alimentados com a ragdo suplementada com
Arthrospira. Os peixes podem recorrer a0 metabolismo anaerobico para atender as suas
necessidades energéticas, o que normalmente resulta na acumulacgéo de lactato. Li et al.
(2014) observaram maior concentracdo de lactato quanto maior fosse a frequéncia
alimentar de Megalobrama amblycephala, embora significativamente diferentes, ambos
permaneceram proximos entre tratamentos. No mesmo trabalho, os autores registraram
pouca mudanca no perfil glicémico, enquanto o lactato apresentou mudancas
consideraveis, semelhante aos nossos resultados.

Ap0s 48 horas do desafio imposto, todos 0s peixes permaneceram com niveis de
lactato superiores aos grupos controle, tendo um pico de 5,8+0,8 mmol/L nos peixes da
Dieta 1 submetidos a maior densidade. Concentracdo semelhante foi registrada por
Naderi et al. (2017) duas horas ap6s aplicar um estresse agudo em truta arco-iris
alimentadas com racdo suplementadas com vitamina E. Finalmente, apenas na
amostragem 72AD os peixes de todas as densidades do tratamento com Arthrospira
voltaram a ter nives de lactato sérico semelhantes ao Grupo Controle, enquanto os
animais da Dieta 1 permaneceram com valores maiores (p<0,05) a concentracdo basal.
Naderi et al. (2017) sugerem que o lactato sérico ndo é um bom indicador em situacdes
de estresse cronico, no entanto, esta observacdo ndo esta de acordo com Yarahmadi et
al. (2016) que mostraram que 0 estresse cronico aumentou 0s niveis séricos de lactato
na truta arco iris.

A proteina plasmaética foi afetada significativamente (p<0,05) 24AD nos peixes
da Dieta 1 nas duas maiores densidades, contudo, na amostragem seguinte, 48AD,
apenas os peixes da densidade intermediaria mantiveram-se seus niveis de proteina
sérica com diferenca estatistica em relacdo ao controle. Na Ultima amostragem, os
peixes ndo apenas diminuiram a concentragdo de proteina plasmatica, alguns
registraram valores inferiores comparados aos peixes amostrados antes do adensamento.
Este mesmo comportamento foi averiguado por Eslamloo et al (2014) ao submeterem o
Carassius auratus ao estresse agudo. As proteinas que possuem papéis fundamentais
nos sistemas fisiolégicos e imunoldgicos sdo 0s principais componentes do soro

(KUMAR et al., 2005) e a diminuicdo pode ser indicativo de deficiéncia fisioldgica.
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A série vermelha dos juvenis de tilapia também sofreu influéncia apds os
animais expostos ao adensamento por um periiodo de 24 horas, conforme mostra a
Tabela 6. A funcdo primaria dos eritrocitos é transportar o0 oxigénio, cuja funcédo
depende da quantidade de hemoglobina dentro da célula e dos mecanismos de troca de
gas (FANGE, 1992), como a tensdo parcial do oxigénio na atmosfera. Os peixes da
menor densidade de ambas as dietas ndo apresentaram mudancas significativas 24 AD,
no entanto, os animais alimentados com suplementacdo de Arthrospira, nas duas
maiores densidades apresentaram aumento (p<0.05) quando comparados ao seu Grupo
Controle, o mesmo aconteceu na densidade intermedidria com o0s espécimes
alimentados com a Dieta 1. Contrariamente aos nossos resultados, houve diminuicdo
nos eritrocitos em tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, a medida que 0s animais
foram expostos a salinidades crescentes (PEREIRA et al., 2016).

Na amostragem 48AD os animais das duas maiores densidades de ambas as
dietas mantiveram os valores de eritrocitos bem acima dos niveis basais (p<0,05).
Segundo Pulsford et al. (1994), o aumento da contagem de eritrocitos pode ocorrer
devido a sua liberacdo advinda do baco. A atividade do baco é diferente para diferentes
espécies de peixe, podendo ser afetada pelo nivel de proteina em sua dieta (ABDEL-
TAWWAB et al.,, 2010). Além disso o sangue de peixes contém populacdes
heterogéneas de eritrocitos, onde as células imaturas sao geralmente menores e contém
menos hemoglobina do que as mais velhas e maduras (HARDING; HOGLUND, 1983).
Na ltima amostragem todos os peixes retornaram aos niveis de referéncia.

A contagem de células vermelhas (RBC) e o hematécrito sdo ferramentas
utilizadas para diagnosticar condi¢des estressantes nos peixes. Ambos 0s parametros sdo
estudados de forma associada, onde o hematdcrito representa a concentracdo de
glébulos vermelhos por volume de sangue e € expresso em porcentagem (GRANT,
2015). O setor de aquicultura mostrou um rapido crescimento nos Gltimos 30 anos com
um aumento associado nos problemas de doencgas como resultado da rapida expanséo e,
entre outros fatores, altas densidades de estocagem (VALLEJOS-VIDAL et al., 2016)
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Tabela 6 — Valores médios e desvio padrdo (entre parénteses) da série vermelha do sangue (RBC = eritrocitos, Ht = hematocrito e Hb = taxa de
hemoglobina) e indices hematimétricos (VCM = Volume Corpuscular Médio e CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) de
juvenis de tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Racdo comercial e Dieta 2 = Ragdo Comercial +
Arthrospira platensis) e submetidos ao adensamento.

Tempo apés o adensamento

Controle 24AD 48AD 72AD
Densidade 1  Densidade 2  Densidade 3 Densidade 1 Densidade 2 Densidade 3 Densidade 1 Densidade 2 Densidade 3
D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2 D1 D?2 D1 D2
a ab a a* bc* c* a a ab* ab* ab* b*
RBC 15 1,6 160 1,72 191 2,0 2,07 2,36 1,82 1,89 2,11 2,18 2,11 2,45 1,65 1,70 1,72 1,73 1,63 1,70
(108/uL) 01y (02 ©1) 02 04 02 @©2 @©04 (©2 @©3) @©3 @©4 ©2 ©49 @©OY (©2 ©2 (©2 ©2 (03
ab a bc ac c bc b a b* b G bc* &3
Ht 31,8 31,0 30,3 29,0 342 327 35,3 34,0 32,3 28,1 35,3 33,7 36,5 35,5 27,7 28,8 31,0 31,3 30,2 30,1
(%) Ly 24 28 G2 (L8 08 (22 14 21 9 @9 @4 @1y @0 (@2 @G6) 28 G @y (21
a a ab* b* b* C* * * * * * a* a* a* ab* b* ab*
Hb 6,48 6,71 6,88 6,96 742 774 7,91 8,47 8,79 7,96 8,44 8,69 8,27 8,77 9,99 9,96 10,1 10,7 11,1 10,6
(g9/dL) 02 ©2 @©2 ©2 (@©4 @©4 (@©04 (04 06 @4 ©9 (©9 (©O7) (08 (05 (06) (08 (03 (04 (05
* * * *
VCM 216,0 199,2 190 171 185 165 173 146 180 135 171 158 174 149 168 171 182 183 188 180
(fL) (205) (148 21,8 318 369 209 21,4 23,7 27,0 17,1 29,7 28,0 19,7 30,0 10,0 28,4 18,8 10,5 31,5 33,1
ab ab a ab ab b* ab* b* ab ab b ab * * * * * *
CHCM 20,4 21,7 228 242 218 23,7 22,4 24,9 27,2 28,5 239 25,8 22,7 24,8 36,2 35,3 32,6 34,4 36,9 35,7
(%) 09 (16 (18 (26 (16 @16 (@) @Y O G3) 249 21 (23 G2 (25 65 @GN G&H G4 G0

Letras minGsculas comparam as duas dietas em trés densidades diferentes no mesmo dia de amostragem; Asterisco (*) comparam as dietas em relagdo ao seu respectivo
grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do
desafio).
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Apols 24 horas de adensamento, nenhuma densidade, independente da dieta
consumida apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relacdo aos niveis de
hematdcrito antes do desafio. No entanto, na amostragem 48AD 0s peixes alimentados
com a Dieta 1 e Dieta 2 expostos a maior densidade apresentaram um aumento
significativo (p<0,05), atingindo 36,5+2,1% e 35,5+2,0%, respectivamente, porém sem
diferenca estatistica entre si. Em carpas alimentadas com dietas suplementas de
astaxantina e submetidas ao desafio contra Aeromonas hydrophila também foi
observado aumento no hematécrito (JAGRUTHI et al., 2014). Nao houve nenhuma
diferenca entre os tratamentos na Ultima amostragem, além disso, peixes da menor
densidade de ambas as dietas apresentaram valores de hematdcrito menores do que o
grupo controle. Barcellos et al. (2004) afirmaram que o estresse cronico causa um
decréscimo do hematdcrito, por outro lado, Pierson et al. (2004) relataram que sob
atuacdo de um agente estressor agudo o hematocrito tende a aumentar.

A hemoglobina é uma proteina presente no interior das células vermelhas,
segundo Rodrigues; Castro (2015) ela participa da etapa inicial do processo respiratdrio,
no qual o oxigénio é tomado do meio externo e transportado para os tecidos. Os peixes
dos Grupos Controle da Dieta 1 e Dieta 2apresentaram 6,48+0,2 g/dL e 6,71+0,2 g/dL,
respectivamente. Apds 24 de adensamento foi observado um aumento na hemoglobina
em todos os peixes, sendo as duas maiores densidades de ambas dietas com valores
significativamente mais elevados. Nesta amostragem, os peixes alimentados com ragédo
suplementada de Arthrospira registraram 8,47+0,4 g/dL, obtendo o maior valor
registrado dentre todos os tratamentos. Os valores basais do nosso trabalho estdo
semelhantes aos registrados por Lorenz et al. (2018) ao avaliarem o perfil hematolégico
do dourado, Salminus brasiliensis, alimentos com dieta contendo figado de suino
hidrolisado.

O aumento nos valores de hemoglobina manteve-se na amostragem 48AD. Com
excecdo dos peixes da Dieta suplementada com Arthrospira da menor densidade, 0s
demais grupos apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relagéo ao controle. A
producdo de hemoglobina pode estar associada a situagdes nas quais 0S peixes
demandam por mais oxigénio. O aumento de eritrécitos e de hematdcrito corroboram o
aumento de hemoglobina no presente trabalho. Contrariamente aos nossos resultados,
peixes alimentados com o probidtico Bacillus subtilis registraram menores valores de
eritrocitos e hemoglobina comparado ao grupo controle (TELLI et al., 2014). A

tendéncia de elevacdo no teor de hemoglobina manteve-se na amostragem 72AD para
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todos os grupos amostrados, variando de 9,96+0,6 g/dL a 11,1+0,4 g/dL, intervalo
dentro dos valores de referéncia sugeridos para a espécie segundo Azevedo et al.
(2016).

Ap0s vinte e quatro do desafio imposto os valores de VCM diminuiram, porém
apenas o0 grupo alimentado com racdo suplementa de Arthrospira na maior densidade
diferiu significativamente (p<0.05) do Grupo Controle. Contudo, apés 72 horas 0s
indices de VCM retornaram aos niveis basais em todos os grupos. Em relacdo ao
CHCM, os animais tiveram uma tendéncia crescente neste pardmetro, registrando
diferenca estatisticamente em todos 0s grupos na amostragem 72AD. Os resultados de
CHCM aqui obtidos estdo bem superiores aos registrados por Pereira-Junior et al.
(2013) ao alimentarem juvenis de tambaqui com ragdo contendo farinha de crueira de

mandioca por 75 dias.
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4.3 Transporte

Todos os parametros fisico-quimicos ndo mostraram diferenga significativa
(p>0,05) entre as duas dietas utilizadas, imediatamente ap0s a abertura dos sacos de
transporte, com excecdo do teor de aménia total (Tabela 7). Em relacdo a estes
pardmetros, apenas o pH apresentou valor em faixa desconfortavel para os peixes,
conforme Boyd e Tucker (1998), porém ndo letal. A diminui¢cdo do pH j& era esperada
devido a respiracdo dos peixes, resultando na liberacdo de CO: e consequente

acidificacdo do meio.

Tabela 7 — Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos da agua de
cultivo de juvenis de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, arragcoados com duas dietas
(Dieta 1 = Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) antes
do transporte e imediatamente apds a abertura dos sacos (IAD).

Parametro Controle IAD
Dieta 1 Dieta 2 Dieta 1 Dieta 2
Oxigénio 5,29 6,11 9,92* 10,33*
dissolvido (0,53) (0,65) (0,88) (0,98)

(mg/L)

Temperatura 26,22 26,46 27,02 27,34
(°C) (0,49) (0,60) (0,36) (0,46)
pH 7,44 7,41 5,94* 6,02*
(0,10) (0,12) (0,09) (0,08)
Nitrato 6,27 6,55 8,48* 8,69*
(mg/L) 0,77) (0,65) (0,94) (0,80)
Nitrito 0,41 0,44 0,66* 0,60*
(mg/L) (0,03) (0,03) (0,10) (0,13)
Amonia Total 0,71 0,74 3,23a* 3,08b*
(mg/L) (0,04) (0,07) (0,06) (0,07)

Letras minGsculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Asterisco (*) compara as
dietas em relagdo ao seu respectivo grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou
ausente de letra, ndo diferem entre si estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do
desafio).

Carneiro et al. (2009) ao simular o transporte de juvenis de jundias, Rhamdia
quelen, em quatro diferentes densidades (75, 150, 250 e 350 g L), durante quatro horas
também ndo obtiveram diferenca significativa na temperatura entre os tratamentos,
assim como observado neste estudo.

Em sistemas fechados para transportar peixes pode ocorrer um déficit de
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oxigénio quando a densidade utilizada € alta, ou quando o transporte for realizado por
um longo periodo (GOLOMBIESKI et al., 2003). No presente estudo, a concentragdo
de O2D ao final de quatro horas de simulagdo foi mantida em niveis bem superiores
(P<0,05) as concentracdes dos Grupos Controle e sem diferenca significativa entre os
tratamentos.

A amoénia total aumentou significativamente (p<0,05) na 4gua em ambos o0s
tratamentos ap6s as quatro horas e também apresentou diferenca significativa entre si.
Segundo Golombieski et al. (2005), niveis de amdnia total acima de 0,5 mg L™ podem
ser considerados prejudiciais aos peixes. Além disso, elevadas concentracdes deste
composto Sdo preocupantes pois, como agente estressor, 0 mesmo pode desencadear a
liberacdo de corticosterdides na circulagdo sanguinea, desencadeando respostas
metabolicas, ibnicas e hematologicas caracteristicas do estresse (GONCALVES et al.
2010).

A concentracdo de glicose apresentou um aumento substancial imediatamente
apos o desafio, alcangando os maiores valores em ambos os tratamentos, com 197,6+8,8
mg/dL nos animais alimentados com a Dieta 1 e 172,5+7,9 mg/dL nos espécimes
alimentados com racdo suplementada de Arthrospira, havendo diferencga (p<0,05) entre
si (Gréfico 4). Para detectar se 0s animais estdo passando por situacdes estressantes,
indicadores fisioldgicos como os niveis de cortisol e glicose sanguineos (MARTINEZ-
PORCHAS et al., 2009). Neste sentido, os animais alimentados com a Dieta 2
apresentaram resisténcia frente ao agente estressor comparado aos peixes alimentados
apenas com racdo comercial, uma vez que a concentracdo de glicose foi
significativamente menor em relacdo ao Grupo Controle nas amostragens 1AD, 24AD e
48AD. Similarmente, Douxfils et al. (2014) também evidenciaram elevacdo abrupta de
glicose plasmatica imediatamente ap0s a acdo do agente estressor em juvenis de Perca
fluviatilis.

O aumento do teor de glicose na corrente sanguinea esta relacionado com um
maior consumo de energia e uma resposta metabdlica mais elevada (MOREIRA et al.,
2011). Diferentemente dos nossos resultados, Dawood et al. (2017) ndo observaram
diferenca estatistica na concentracdo de glicose de juvenis de sea bream, Pargus major,
alimentados por 56 dias com racéo suplementada com B-glucano e vitamina C, enquanto
Hossain et al. (2017) também n&o registraram mudancas no perfil glicémico em juvenis

de Seriola dumerli quando inosina foi adicionada a sua dieta.
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Gréafico 4 — Valores médios e desvio padrdo da glicose plasmatica de juvenis de tilapia
do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Rag&o comercial
e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e submetidos ao desafio da
simulagéo de transporte.
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Letras mindsculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam
a mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu
respectivo grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo
diferem entre si estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio).

Apds a abertura dos sacos de transporte, 0s peixes alimentados apenas com ragédo
comercial tiveram aumento significativo em relacdo ao controle no lactato plasmatico,
porém ndo houve diferenca estatistica destes com os animais da dieta suplementada com
Arthrospira, conforme mostra o Grafico 5. No entanto, na amostragem 24AD o lactato
dos peixes alimentados com a Dieta 1 atingiu o pico de 3,2+0,35 mmol/L, diferindo
com o Grupo controle e dos animais arragcoados com a Dieta 2. Esse aumento pode estar
relacionado ao intenso trabalho realizado pelo metabolismo anaerébio (BARBOSA;
MORAES; INOUE., 2007). Isso ocorre quando a demanda energética é tdo alta que o
metabolismo aerdbio sozinho ndo é capaz de sustentar suas necessidades energéticas.

Trabalho realizado por Li et al. (2016) apresentou comportamento distinto no
perfil do lactato. Os autores citados ndo registraram mudancas significativas no lactato
sérico de juvenis de Megalobrama amblycephala submetidos a hipoxia apds um periodo

de 60 dias com diferentes taxas de arragoamento.
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Gréafico 5 — Valores médios e desvio padrdo do lactato plasmatica de juvenis de tilapia
do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Rag&o comercial
e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e submetidos ao desafio da
simulagéo de transporte.
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Letras minusculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam
a mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu
respectivo grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo
diferem entre si estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio).

Segundo Hemre e Krogdahl (1996), mudancas nos teores de glicose e proteinas
caracterizam os efeitos secundarios do estresse. No presente estudo, houve pouca
inconstancia na concentracdo de proteinas totais no sangue durante o periodo
experimental, conforme mostra o Grafico 6. Imediatamente ap0s a abertura dos sacos de
transporte, houve uma diminuicao deste metabdlito, contudo sem diferenca significativa
entre os tratamentos. Este perfil apresentou com pouca oscilagdo até a amostragem
48AD. Apenas na ultima amostragem, 72AD, a proteina plasmatica dos peixes
alimentados apenas com racdo diminui significativamente (p<0,05) em relacdo ao
controle. Resultados semelhantes aos nossos foram observados por Li et al. (2014),
Tancredo et al. (2015) e Hashiomoto et al (2016), que também ndo registraram
mudangas significativas no teor de proteina plasmatica, enquanto Chen et al. (2016)
averiguou alteracdes expressivas.

Para Carneiro e Urbinati (2001) a diminuicdo de proteinas totais no sangue
implica num fornecimento de aminoacidos para o processo glicogénese que transforma
a glicose em glicogénio. Por outro lado, Schorer (2008) afirmou que o aumento da

proteina total plasmatica esta relacionado a uma situacédo de estresse, pois a elevacéo do
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metabolito é uma alternativa para ter uma maior capacidade de defesa contra patdgenos.

Gréafico 6 — Valores medios e desvio padrdo de proteina total plasmatica de juvenis de
tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Racédo
comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial + Arthrospira platensis) e submetidos ao
desafio da simulacéo de transporte.
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Letras mindsculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam
a mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*) compara as dietas em relacdo ao seu
respectivo grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo
diferem entre si estatisticamente (p > 0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio).

Conforme mostra a Tabela 8, o nimero de eritrécitos imediatamente apo6s a
abertura dos sacos de transporte ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos, no entanto na amostragem 24AD 0s peixes que se alimentaram com ragao
suplementada de Arthrospira apresentaram 2,12+0,4 10%/uL, enquanto os animais da
dieta apenas com ragdo comercial tiveram 1,80+0,2 10%uL, diferindo (p<0,05)
estatisticamente entre si e ambos em relacdo aos respectivos grupos controle. A elevagédo
significativa de eritrocitos do tratamento da Dieta 2 esta relacionada a maior eficiéncia
na taxa respiratoria, deixando os animais deste tratamento mais confortaveis com a
situacdo adversa. Diferentemente da presente pesquisa, Bittencourt et al. (2010) nédo
observaram mudancas nos eritrocitos de pacus, Piaractus mesopotamicus, criados em
tanques-rede e em trés diferentes densidades.

Apos quarenta e oito horas do desafio os valores de eritrocitos continuaram a
aumentar, retornando para os valores de referéncia apenas na ultima amostragem.
Estudo com a mesma espécie do presente trabalho foi realizado por Da Silva et al

(2012). Estes autores ndo encontraram mudangas significativas nos eritrocitos ao
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exporem ao ar atmosférico tilapias durante 30 a 90 min, registrando valores entre
1,48x10%/puL — 1,585 x108/pL.

Os valores de hematocrito sdo excelentes para indicar efeitos dos fatores
ambientais sobre o0s peixes, por apresentarem baixa variacdo (TAVARES-DIAS;
FAUSTINO, 1998). Como pode ser observado na Tabela 8, ndo houve diferenca
significativa entre os dois tratamentos durante todo o experimento ao compara-los no
mesmo dia de amostragem, no entanto, foi registrada um maior percentual de
hematocrito imediatamente apos o desafio comparado a ultima amostragem nos peixes
alimentados com racgéo suplementada com Arthrospira. O elevado valor do hematocrito
pode estar associado a eficiéncia da microalga utilizada na satde do estado do peixe.

Aly et al. (2008) relataram que os valores de hematdcrito foram
significativamente maiores no grupo alimentado com dieta suplementada com
probidtico, quando comparado com o grupo controle. No mesmo sentido, Abd-El-
Rhman (2009) verificou aumento significativo no hematdcrito de tilapia alimentada
com dieta suplementada com 21% de propolis quando comparada ao controle que
continha 9,5% de prépolis.

Neste experimento de simulacdo de transporte, ndo foi observada queda no
percentual de hematdcrito, divergindo com os resultados de Signor et al. (2010), que
evidenciaram diminuicdo de hematdcrito em tilapias do Nilo alimentadas com dieta
ausente de suplementacdo de levedura e zinco e submetida ao estresse do frio.

Segundo Pedron et al. (2007), elevados niveis de hemoglobina sdo desejaveis
devido sua fungdo de transporte de oxigénio aos tecidos. Neste sentido, podemos
observar que o0s peixes alimentados com dieta suplementada com Arthrospira
apresentaram concentracdo de hemoglobina maior que os animais arracoados apenas
com racdo comercial em todas as amostragens, evidenciando uma condi¢do mais
favoravel frente ao estresse imposto. Diferentemente de nossos resultados, Aradjo et al.
(2017) n&o registraram diferencga nos teores de hemoglobina ao submeterem alevinos de
tilapia ao estresse ocasionado pelo frio. Por outro lado, nossos resultados estdo de

acordo com o intervalo de 5 a 10 g/dL proposto por Hrubec; Smith (2010).
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Tabela 8 — Valores médios e desvio padrédo (entre parénteses) da série vermelha do sangue (RBC = eritrocitos, Ht = hematdcrito e Hb = taxa de
hemoglobina) e indices hematimétricos (VCM = Volume Corpuscular Médio e CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) de
juvenis de tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, arragoados com duas dietas (Dieta 1 = Racdo comercial e Dieta 2 = Racdo Comercial +
Arthrospira platensis) e submetidos ao desafio da simulacéo de transporte.

Tempo apds a simulagdo de transporte

Controle IAD 24AD 48AD 72AD
Dieta 1 Dieta 2 Dieta 1 Dieta 2 Dieta 1 Dieta 2 Dieta 1 Dieta 2 Dieta 1 Dieta 2
A A aAB* bB* B* B* A A
RBC 1,52 1,55 1,58 1,67 1,80 2.12 2,03 2.04 1,60 1,49
(108/uL) (0,1) (0,1) (0,1) (0,1) 0,2 (0,4) (0,2) (0,2) (0,2) (0,2)
Ht 31,3 30,7 33,3 34,8A 334 33,6AB 32,3 34,2A 30,2 29,8B
(%) (2,0) (2,5) (2,2) (2,5) (2,5) (4.2) (2,8) (2,6) (3,6) (3,5
aA bA* aB bA* aAB bAB* aAB bB*
Hb 5,38 5,41 5,75 6,38 5,12 6,53 5,38 6,74 5,59 7,28
(9/dL) 0,2) 0,3) 0,3) 0,2) 0,2) 0,3) (0,3) (0,4) (0,3) (0,5)
A A AB B* B* BC AB AC
VCM 205,8 200,1 2115 209,6 185,0 158,1 159,5 168,9 188,3 200,2
(fL) (15,5) (19,1) (18,0 (22,2) (11,5) (15,1) (16,5) (13,8) (27,0) (23,0
A a bA A a bB*
CHCM 17,2 17,7 17,3 18,4 15,4 19,9 16,8 19,9 18,7 24,5
(%) (1,6) (1,9 1,7) (1,2) (1,3) (2,9) (2,1) (2,8) (2,1) (1,9

Letras mindsculas comparam as duas dietas no mesmo dia de amostragem; Letras mailsculas comparam a mesma dieta nos diferentes dias de amostragem; Asterisco (*)
comparam as dietas em relacdo ao seu respectivo grupo controle; Valores médios acompanhados de letras iguais, ou ausente de letra, ndo diferem entre si estatisticamente (P >
0,05); Controle (amostragem realizada antes do desafio.
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A concentracdo de hemoglobina e o CHCM variaram entre as espécies de peixes e até
mesmo em uma mesma espécie (RANZANI-PAIVA, 1991). Para Fries et al. (2013) essas
variacdes podem ser atribuidas a diversos fatores exdgenos (temperatura, oxigénio dissolvido,
estresse) e enddgenos (sexo, estadio de maturacdo gonadal, estado nutricional e doencas).
Segundo Hrubec; Smith (2010), a faixa considerada normal para a concentracdo de CHCM é
de 18,0 a 30,0g dL/L. O volume corpuscular médio esta relacionado com a dindmica cardiaca
e com o fluxo sanguineo (FRIES et a., 2013). No presente estudo o VCM néo variou durante
todo o experimento quando comparados os dois tratamentos entre si no mesmo dia de

amostragem.
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5 CONCLUSAO

No primeiro experimento (degradacdo da qualidade de agua), a adi¢do da microalga na
racdo reduziu o estresse metabolico dos peixes, evidenciado pela menor concentracdo de
glicose e lactato sérico, porém ndo apresentou diferencas significativas nos parametros
hematologicos. Nos dois outros experimentos, adensamento e simulagdo de transporte, 0s
animais arragoados com dieta suplementada com A. platensis apresentaram quadro indicando
reducdo de estresse frente aos agentes estressores quando comparados aos peixes do Grupo
Controle. Além da diminuicdo da glicose e lactato, os animais da Dieta 1 apresentaram
maiores valores de eritrécitos, hemoglobina e hematdcritos, condicionando os peixes a uma
condicdo mais confortavel frente as situacdes adversas. Diante do exposto, 0 uso da microalga

é recomendado para juvenis de tilapia no intuito de reduzir o estresse causado pelo manejo.
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