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RESUMO

O crescimento acentuado da aquicultura esta relacionado principalmente ao
sistema intensivo de criacdo, entretanto, a intensificacdo implica em aumento
de tecnologia e prevencao a enfermidades, uma vez que muitas delas podem
causar grandes perdas em pisciculturas inviabilizando a producdo. Associado a
isso, os produtores fazem uso indiscriminado ou inadequado de antibiéticos.
Esse panorama na piscicultura vem demandando pesquisas com
imunoestimulantes no sentido de melhorar a saude dos peixes e diminuir 0 uso
de antibidtico. Para avaliar a eficiéncia da suplementacdo com probiético
(Bacillus subtilis), prebiodtico (inulina) e a combinacdo dos produtos na
alimentacdo de larvas e juvenis de cachara Pseudoplatystoma reticulatum
foram realizados dois experimentos. O primeiro é o enriquecimento do alimento
vivo (artémia) de larvas de cachara com os aditivos supracitados. O segundo
experimento adicionou os mesmos aditivos na racao ofertada na alimentacdo
de juvenis de cachara. A dissertacdo esta dividida em 3 capitulos. No capitulo 1
€ apresentada uma revisdo de literatura pertinente ao assunto. O capitulo 2
apresenta um artigo, que teve como objetivo avaliar o enriquecimento de
Artemia salina com probiético (7g/dia), prebiético (7g/dia) e simbidtico ofertadas
na dieta de larvas de Pseudoplatystoma reticulatum sobre o desempenho
zootécnico, sobrevivéncia e histomorfometria intestinal. O delineamento foi
inteiramente casualizado (quatro tratamentos / trés repeticdes), as larvas foram
distribuidas em 12 incubadoras na densidade de 35 larvas/L, alimentadas 12
vezes ao dia, sendo a artémia enriquecida ofertada 6 vezes ao dia. Larvas
alimentadas com nauplios enriquecidos com inulina apresentaram taxa de
sobrevivéncia significativamente maior que 0s outros tratamentos. Para a
histomorfometria intestinal as larvas alimentadas com artémia enriquecida com
B. subtillis e ndo enriquecida (controle), foram estatisticamente melhores para
as variaveis altura total e altura dos vilos. A camada muscular foi melhor nos
tratamentos inulina e controle. O enriquecimento de nauplios de artémia néo
melhorou o desempenho zootécnico de larvas de cachara. O capitulo 3
apresenta o segundo artigo que teve como objetivo avaliar o probidtico,
prebidtico e simbidtico nos juvenis de cachara durante até 60 dias sobre

desempenho, histomorfometria intestinal e microbiota intestinal, respostas
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fisioloégicas, imunolégicas e hematologicas apos desafio por Aeromonas
hydrophila. O delineamento foi inteiramento casualizado (quatro tratamentos /
cinco repeticdes), cada caixa d’agua com 14 exemplares, totalizando 280
juvenis de cachara. Os tratamentos consistiram na suplementacdo da racao
comercial: tratamento 1 sem aditivos (controle), tratamento 2 probiotico B.
subtillis (20g/kg), tratamento 3 prebidtico inulina (5g/kg); tratamento 4
simbidtico, B. subtilis (20g/kg) + inulina (5g/kg), durante 60 dias. Aos 32 dias,
foram avaliados desempenho zootécnico, analises fisioldgica, imunoldgicas e
hematoldgicas e histomorfometria intestinal e ndo foram observadas diferencas
(P > 0.05) para essas variaveis. Para histomorfometria, o grupo simbiédtico
apresentou diferenca significativa para células caliciformes, sendo encontradas
em menor numero. Aos 60 dias, os dados foram analisados em delineamento
inteiramente casualizado em fatorial 4 x 3 (4 tratamentos x 3 tempos de
coletas). Nao houve diferenca significativa para os dados de desempenho
zootécnico. Apds o desafio observamos que a atividade respiratoria dos
leucdcitos no tratamento inulina apos 3 e 6 horas e o tratamento simbidtico no
tempo de 6 horas apresentou reducao significativa da atividade respiratéria dos
leucocitos. Para hemoglobina o tratamento inulina manteve as concentragdes
estaveis sendo diferentes dos outros tratamentos apos 6 horas do desafio. O
cortisol plasmatico aumentou em todos os tratamentos apés o desafio, porém o
tratamento controle foi significativamente diferente dos tratamentos inulina e B.
subtillis. Consequentemente o cortisol inibiu o nimero de linfécitos, o qual
diminuiu apés o desafio. Em conclusédo a suplementacdo com Bacillus subtilis,
inulina e simbidticos na dieta de juvenis ndo melhora o desempenho
zootécnico, histomorfometria intestinal, respostas fisioldégicas, imunolégicas e

hematoldgicas.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, atividade respiratoria dos leucécitos,

cortisol, imunoestimulantes, peixe carniivoro.
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ABSTRACT

The accentuated growth of aquaculture is mainly related to the intensive system
of creation. However, intensification implies increased technology and disease
prevention since many of them can cause large losses in pisciculture making
production unviable. Associated with this, producers make indiscriminate or
inappropriate use of antibiotics. This panorama in pisciculture has demanded
research with immunostimulants in order to improve fish health and decrease
the use of antibiotics. For evaluate the efficiency of supplementation with
probiotic (Bacillus subtilis), prebiotic (inulin) and the combination of the products
in the feeding of larvae and juveniles of Pseudoplatystoma reticulatum two
experiments were carried out. The first one being the enrichment of the live food
(artemia) with the mentioned additives, offered in the feeding of cachara larvae.
The second experiment used the same additives, but included in the feed, In
the feeding of juvenile cachara. The dissertation is divided into 3 chapters.
Chapter 1 presents a review of a relevant literature review. The objective of this
study was to evaluate the enrichment of Artemia salina with probiotic (7g / day),
prebiotic (7g / day) and symbiotic, offered in the diet of larvae of
Pseudoplatystoma reticulatum on zootechnical performance, survival and
histomorphometry intestinal. The design was completely randomized (four
treatments / three replicates), the larvae were distributed in 12 incubators with
density of 35 larvae / L, fed 12 times a day, where enriched arsenic was
provided 6 times a day. Larvae fed nauplii enriched with inulin presented a
significantly higher survival rate than the other treatments. For intestinal
histomorphometry, the larvae fed with arsenic enriched with B. subtillis and not
enriched (blank control), were statistically bettert for the variables total height
and height of the villi. Muscle layer, as another parameter, performed better
under inulin and control treatments. The enrichment of Artemia nauplii did not
improve the zootechnical performance of cachara larvae. Chapter 3 presents
the second article that had as objective to evaluate the Probiotic, prebiotic and
symbiotic in juvenile cachara for 32 and 60 days On performance, intestinal
histomorphometry and intestinal microbiota, physiological, immunological and
hematological responses after challenge by Aeromonas hydrophila. The design

was completely randomized with 4 treatments and 5 replicates, each tank with
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14 specimens totalizing 280 juveniles of cachara. The treatments consisted of
commercial feed supplementation: treatment 1: no additives (control), treatment
2: probiotic B. subtillis (20g / kg), treatment 3: prebiotic inulin (5g / kg);
Symbiotic treatment, B. subtilis (20g / kg) + inulin (5g / kg) for 60 days. At 32
days were observed zootechnical performance, physiological, immunological
and hematological analyzes and no differences were observed (P> 0.05) for
these variables. Respective to intestinal histomorphometry the symbiotic group
presented a significant difference in the variable goblet cells, being found in a
smaller number. At 60 days, the data were analyzed in a completely
randomized design in factorial 4 x 3 (4 treatments x 3 collection times). There
was no significant difference for the zootechnical performance data. After the
challenge we observed that the respiratory activity of the leukocytes in the inulin
treatment after 3 and 6 hours and the symbiotic treatment in the time of 6 hours
presented a significant reduction in the respiratory activity of leukocytes. For
hemoglobin the inulin treatment maintained stable concentrations being
different from the other treatments after 6 hours of challenge. The plasma
cortisol increased in all treatments after challenge, but the control treatment was
significantly different from the inulin and B. subtillis treatments. Consequently
cortisol inhibited the number of lymphocyte cells that decreased after challenge.
In conclusion, supplementation with Bacillus subtilis, inulin and symbiotics in the
diet of juveniles does not improve zootechnical performance, intestinal

histomorphometry, physiological, immunological and hematological responses.

Key words: Aeromonas hydrophila; cortisol; immunostimulants, leukocyte;

respiratory activity, carnivore fish.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € o segundo maio produtor de aquicultura do
continente americano e na Ultima década a taxa média de crescimento foi de 9
% ao ano (OECD/FAOQO, 2016). A criacdo de peixes tem ganhado papel social
relevante, tanto na aquicultura profissional ou de subsisténcia. O sucesso
dessa producédo vem de boas préaticas de manejo, boa qualidade de agua, dieta
equilibrada e de qualidade. No entanto, se essas boas praticas ndo forem
adotadas, principalmente nos sistemas intensifivos de producéo que trabalham
com altas taxas de densidade, podem trazer problemas e prejuizos
relacionados a saude dos peixes, que podem causar grandes perdas
inviabilizando a producdo (SANTOS, 2009; KUBTIZA et al., 2013; GASTALHO
et al., 2014).

O crescimento e intensificagdo da producdo na aquicultura gerou um
aumento do uso de antibidticos utilizados para tratamento de doencas e
também o seu uso indiscriminado. Essa postura tem sido criticada na
aguicultura, pois os antibiéticos contaminam o meio ambiente, causam
repercussdes diretas na saude do animal, resisténcia bacteriana e
imunossupressao (RIJKERS et al., 1980; GASTALHO et al., 2014).

Como uma saida para a diminuicdo do uso de antibiéticos, nos ultimos
anos tem-se intensificado o numero de pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de alimentos funcionais, ou seja, que fornecem a nutricao
basica e promovem o aumento da eficiéncia alimentar, taxa de crescimento e
melhora da saude de peixes (OLIVEIRA et al., 2002).

Segundo Gongalves (2009), esses alimentos incorporados na dieta
alimentar de peixes, primam por melhorar a digestdo e a nutricdo, proporcionar
o consumo de nutrientes essenciais e produzir substancias que impedem a
proliferacdo de agentes oportunistas e estimulam o sistema imunologico.
Dentre os imunoestimulantes como, acidos organicos, enzimas, extratos
vegetais e fitoterapicos, destacam-se os prebidticos, probidticos e simbidticos
(OLIVEIRA et al., 2002; GATESOUPE, 2008; RODRIGUES et al., 2015).



Os probidticos sé@o células microbianas especificas que entram no trato
gastrointestinal e sdo capazes de manter-se vivas, reforcando a saude dos
animais e auxiliam na recomposi¢cdo da microbiota intestinal (GATESOUPE,
1999). O género Bacillus se destaca entre os probidticos utilizados na
aquicultura. Sao bactérias saprofitas, aerdbicas, gram-positivas, em forma de
bastdo e produzem endoésporos resistentes ao calor, podem ser encontradas
no solo, agua, poeira e ar (MELLO, 2012). Quando incorporados na dieta
podem alterar a morfologia e histologia das vilosidades intestinais, refletindo na
melhoria da absor¢cdo de nutrientes, desempenho e saude do animal
(SCHWARZ et al., 2011).

Os prebidticos atuam indiretamente sobre o0 sistema imune e enzimatico,
estimulando o crescimento das populacdes de bactérias benéficas, que tém a
capacidade de produzir substancias com propriedades imunoestimulatérias e
interage com o0 sistema imune em varios niveis, incluindo a producdo de
citocinas, a proliferacao de células mononucleares, a fagocitose macrofagica, a
eliminacado e a inducéo de sintese de grandes quantidades de imunoglobulinas
(SILVA & NORNBERG, 2003).

Os fructanos sdo os prebidticos largamente usados, 0s Unicos que
permitem serem avaliados com alimento funcional. Ocorrem naturalmente nos
alimentos ou podem ser produzidas como, frutooligossacarideos sintéticos, ou
por processos enzimaticos ou hidroliticos, dando origem a fructanos de
diversos tamanhos de cadeias, um exemplo de fructanos € a inulina
(FLICKINGER et al., 2003; ROBERFROID, 1998). Na producao industrial os
frutanos do tipo inulina sdo obtidos apenas de uma espécie de planta (chicéria,
Cichorium intybus), apés a extracdo, a inulina e os oligossacarideos s&o
processados e purificados para serem usados como alimento funcional
(ROBERFROOID, 1993; ROBERFROOID, 2000).

O uso desses aditivos na aquicultura, em muitos casos, é dificultado pelo
manejo dos alimentos e sua preparagcdo que acarreta na diminuicdo do
potencial da bactéria, no periodo de armazenamento e dissolucdo das
particulas na agua durante a alimentacdo. Como alternativa, 0 uso de
simbidtico, combinacdo de probiodticos e prebidticos, em um mesmo alimento
(COLLINS & GIBSON, 1999), tem sido estudado para superar estes problemas,

visto também que a acao dos dois possibilita maior sobrevivéncia das bactérias



probidticas no meio gastrico (CAPRILES et al., 2005; MERRIFIELD et al.,
2010).

O maior desejo do produtor € ter peixes de boa qualidade com
crescimento rapido e boa conversao alimentar, porém, € importante que 0s
animais tenham um manejo apropriado, alimentacédo balanceada e que os
fatores ambientais sejam mantidos dentro de niveis ideais (OBA, 2009). A falta
de conhecimento sobre as necessidades nutricionais resulta em manejo
alimentar inadequado durante a larvicultura, reduzindo as taxas de crescimento
e sobrevivéncia (FERREIRA et al., 2009).

Contudo, considerando a dificuldade que se tem durante a larvicultura e
que a producdo de juvenil € a medida final do sucesso, estudos sobre a
utilizacdo de imunoestimulantes é importante para gerar informacfes sobre
seus efeitos positivos e melhoria dos indices zootécnicos e da saude dos

peixes.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Espécie de estudo: Pseudoplatystoma reticulatum

O cachara pertence ao género Pseudoplatystoma que engloba peixes da
familia Pimelodidae e ordem Siluriformes, conhecidos como surubins ou peixes
de couro, cuja principal caracteristica externa é o corpo revestido por uma pele
espessa, ausente de escamas (BRITSKI et al., 1988). Esses peixes sao
encontrados nas principais bacias hidrograficas da América do Sul.
(ROMAGOSA, et al.,, 2003). As principais espécies que representam esse
género séo Pseudoplatystoma corruscans (surubim, pintado),
Pseudoplatystoma fasciatum (cachara, restrito & regido das Guianas),
Pseudoplatystoma reticulatum (originario do P. fasciatum dos rios Parana e
Amazonas) e Pseudoplatystoma tigrinum (caparari, pirambucu). (BUITRAGO-
SOAREZ & BURR, 2007).

As caracteristicas morfologicas das espécies deste género
compreendem o corpo fusiforme, cabeca grande e deprimida, mandibula mais
curta que a maxila superior, dentes viliformes (TAVARES, 1977). O cachara

possui caracteristicas morfologicas proprias com faixas transversais



perpendiculares ao corpo, separadas entre si, e a cor do dorso é cinza
e ventralmente branca (BRITSKI et al., 1988). Essas espécies apresentam
habito alimentar noturno e estritamente piscivoro (RESENDE, 1996).

Os surubins sé@o de grande importancia ecoldgica pelo fato de serem um
dos maiores peixes predadores da bacia do Parana e da bacia do Sé&o
Francisco, além de serem muito abundantes em ambas. S&o peixes apreciados
em quase todo territério nacional, sua carne € de excelente qualidade e
esportividade para pesca, considerado um dos mais nobres e de alto valor
comercial no Brasil. Sua carne de coloracéo clara, sabor suave e auséncias de
espinhos em seu filé sdo fatores de destaque no mercado consumidor (INOUE,
2009). Estas caracteristicas atendem as preferéncias atuais e futuras do
mercado de pescado (BALDISSEROTO & GOMES, 2010).

A produgdo de surubins vem crescendo no Brasil devido suas
caracteristicas zootécnicas desejaveis, como rapido crescimento e eficiente
conversdo alimentar podendo alcancar 1,5 kg em 12 meses com conversao
alimentar entre 1,7 e 2,5. Os principais fatores que limitam uma maior
expansao da producao de surubins sao a
reproducdo, larvicultura e alevinagem, que interferem no elevado preco e na
oferta restrita do produto (INOUE, 2009).

Segundo Machado et al. (1998), a reproducado induzida de surubins ja é
realizada com sucesso, mas ainda existem dificuldades na alimentag&o inicial
das larvas, especialmente nas primeiras fases da vida. As larvas de
surubim necessitam ser criadas em laboratdrio e tanques tipo raceway até que
se tornem alevinos. Embora sejam empregadas técnicas, a sobrevivéncia
meédia de juvenis prontos para a comercializacdo € de aproximadamente 30
a 40% (INOUE et al., 2002).

Devido seu pequeno, tamanho, o uso de alimentos naturais e racoes
comerciais fica limitado, podendo as larvas passarem de predadores para
presa (CREPALDI et al., 2006). De acordo com Luz e Zaniboni (2001), o
canibalismo € um dos entraves para espécies brasileirase esta
relacionada com a densidade de estocagem e alimentagao.

Organismos vivos séo essenciais no desenvolvimento inicial
estimulando a ingestdo de alimento, melhorando o crescimento e a

sobrevivéncia das larvas (FEIDEN et al., 2005).



2.2 Artémia

A artémia € um pequeno crustaceo de habitat aquatico marinho, lagos
ou lagoas salobras, que se encontra distribuida por todo o mundo e é
considerado um filtrador seletivo (SORGELOOS etal., 2001). E o melhor
alimento vivo disponivel para larvas de peixes e camardes com alto valor
nutricional (LAVENS & SORGELOQS, 1996).

O ciclo da artémia comeca a partir de um cisto, que contém um embrido
com o metabolismo suspenso. Os cistos séo resistentes e se conservado em
local fresco e seco podem sobreviver por mais de cinco anos. Na natureza,
guando existem variacGes de temperatura ou de salinidade da agua os cistos
se hidratam e entram no primeiro estagio de crescimento, conhecidos como
nauplios (larvas), passando para o estdgio adulto em apenas oito dias,
podendo viver por meses (LAVENS & SORGELOOQS, 1996; LIM et al., 2002)

O nauplio possui maior reserva enddgena de energia, por isso €
considerado mais eficiente no fornecimento de energia. Sua caracteristica
filtradora ndo seletiva permite que seu tubo digestério seja enriquecido ou
bioencapsulado aumentando o valor nutricional da artémia (COUTTEAU &
SORGELOOS, 1997; SORGELOOS et al., 2001).

Existem dois métodos de enriquecimento da artémia, o direto e o
indireto. No método, direto o aditivo pode ser fornecido para os organismos sob
a forma de emulsdo, homogeneizada com &agua. No método indireto, os
organismos sdo alimentados, geralmente com levedura, que foram cultivadas
em meio contendo o aditivo (WATANABE, 1988). Na literatura existem
trabalhos de enriquecimento de artémia com diferentes aditivos, como: acidos
graxos (ARAUJO, 2007; HAN, 2000 e RIVERA, 2009); aminoacidos (HOSHIBA,
2007) e imunoestimulantes como prebidtico e probidtico (DIAS, 2011,
DANIELS, 2013; e TOURAKI, 2012).
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Figura 1. Esquema representativo da administracdo de alguns aditivos através da
bioencapsulacdo da Artemia.
Fonte: LEGER et al. (1986b)

2.3 Imunoestimulante

Um dos problemas encontrados na aquicultura é a perda de animais
associados a doencas. Chevassus e Dorson (1990) descreveram tentativas
para abordar este problema, mas estas praticas podem ter consequéncias
indesejaveis, como a profilaxia sanitaria que é dificil de alcancar devido a
presenca de outras espécies de peixe ou invertebrados na agua. Buscando
alternativa para melhorar a resisténcia e a saude dos peixes, os antibiéticos
muitas vezes utilizados na aquicultura disseminam resisténcia a patdogenos
bacterianos, contaminam o meio ambiente e trazem impactos na saude publica
(GASTALHO, 2014). A vacinacédo é altamente eficaz em alguns casos, mas €
trabalhosa, demorada e cara e podem elevar a resisténcia de agentes
infecciosos (ROBERTSEN, 1994; CASTRO 1999; GANNAM, 1999). Uma
abordagem alternativa seria o uso de imunoestimulantes.

Os imunoestimulantes podem ser usados na alimentagdo como uma
medida profilatica, combatendo os microrganismos oportunistas que causam
doencas em peixes (BILLER, 2008). Anderson (1992) definiu imunoestimulante
como uma substancia quimica, estressor ou agdo que ativa 0s mecanismos de

defesa ndo especificos e respostas especificas. Segundo Sakay (1999), os



imunoestimulantes podem ser agentes quimicos, derivados de bactérias,
extratos vegetais, nutrientes, hormonios, entre outros.

Os modos de acdo de alguns imunoestimulantes podem ser eficazes
contra infecbes bacterianas, infecgbes virais e infestacbes por parasitas
(BRICKNELL & DALMO, 2005). Além disso, proporcionam melhoria no
desempenho dos peixes, saude e no bem-estar animal (PAULSEN et al.,
2001), atuando sobre o sistema imunoldgico e as células de defesa (RAA et al.,
1992), e melhorando o ambiente aquatico (CEROZI, 2012).

O sistema imunologico dos peixes é menos desenvolvido e
compreendido se comparado a outros vertebrados. Os mecanismos de defesa
dos peixes sdo conhecidos como sistema imune inato ou ndo especifico e
adaptativo ou especifico (MAGNADOTTIR, 2006). O sistema nao especifico € a
primeira barreira de defesa contra invasores, atuando contra padrdes
moleculares de microrganismos. No sistema especifico para aumentar a
producdo de anticorpos h& necessidade de contato, podendo promover a
memoria imunolégica (SUNYER; LAMBRIS, 1998).

O sistema especifico proporciona especificidade antigénica nas
respostas imunologicas e a nao especifica atua sem
especificidade aumentando a resposta imunoldgica de antigenos ou
estimulando componentes do sistema imunitario (GANGULY, 2010). No meio
ambiente que vivem, 0s peixes estdo diretamente em contato com bactérias,
fungos, parasitas e outros patdgenos que podem comprometer a saude dos
animais (MAGNADOTTIR, 2006).

Os diferentes aditivos incorporados na dieta alimentar de peixes primam
por melhorar a digestdo e a nutricdo por proporcionar o consumo de nutrientes
essenciais e produzir substancias que inibem o crescimento de patdgenos
oportunistas (GONCALVES, 2009). Dentre estes alimentos imunoestimulantes
utilizados na aquicultura destacam-se os prebidticos, probidticos e simbibticos
(OLIVEIRA et al., 2002; GATESOUPE, 2008).

Na buscar de melhorar a saude e resisténcia dos peixes frente a
contaminagfes causadas por patdgenos invasores, 0s imunoestimulantes

como probidtico e prebidticos estdo sendo altamente estudados.



2.4 Probidtico e prebidtico

Os probidticos s@o suplementos alimentares a base de microrganismos
vivos, que trazem beneficios ao hospedeiro, promovendo equilibrio de sua
microbiota intestinal (FULLER, 1989). FAO (2001) definiu probidtico como um
microrganismo vivo que, conferem efeito benéfico a saude do hospedeiro
gquando administrado em quantidade correta. Os principais mecanismos de
acao para selecdo de um probidtico sdo: (I) exclusdo competitiva frente a
microrganismos patogénicos; (ll) fonte de nutricdo e enzimas; (lll) influéncia na
qualidade da agua; (IV) melhoria da resposta imune; (V) efeitos antivirais; (VI)
grau de colonizacdo (BALCAZAR et al, 2006).

Cavalheiro et al. (2014) classificaram os aditivos incorporados na dieta
animal em cinco tipos (tecnolégicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e
anticoccidianos). Os probiéticos e prebidticos sdo do tipo zootécnicos
consideradas substancias que melhoram o desempenho dos animais tendo
funcao funcional, digestiva e equilibradora da biota.

Os probidticos também podem ser utilizados na larvicultura para controle
de patdgenos, podendo ser de trés maneiras diferentes: (1) por meio do
alimento vivo / dieta inerte; (2) adicionando as bactérias benéficas a agua de
crultivo; ou (3) adicionado naturalmente (RINGO & BIRKBECK, 1999).

A dosagem de probidticos tem que estar apropriada, pois as cepas
podem ndo estar disponiveis para o hospedeiro por apresentarem formas
diferentes e muitas cepas bacterianas ndo sobrevivem ao processo de
confeccdo do alimento (ANTONY & PHILIP, 2008). As bactérias gram-positivas
pertencentes ao genéro Bacillus apresentam a capacidade de esporular,
permitindo que se mantenham viaveis durante um maior periodo no trato
gastrointestinal (HUANG et al., 2008). Na aquicultura, as espécies Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis sdo as mais utilizadas como probidticos
(TIMMERMAN, 2004).

Os probioticos estdo sendo testados em varias areas da producao
animal. Silva et al. (2011) avaliaram frangos alimentados com inulina e
probidticos e obtiveram um melhor ganho em peso nos animais que receberam
probiotico e simbidtico. Em ruminantes o uso de probidticos Lactobacillus

acidophilus e Saccharomyces cerevissiae melhorou o desempenho zootécnico



(AGARWAL et al., 2002). Os resultados de Alexopoulos (2004) suplementando
a dieta de suinos com Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis, obtiveram
aumento na sobrevivéncia de leitdes desmamados e melhora na qualidade da
carcaca na fase de engorda. O uso de probiotico também foi testado em outros
organismos aquaticos como: caranguejos (MAEDA et al., 1992) e bivalves
(DOUILLET & LANGDON, 1994).

Bagheri et al. (2008) concluiram que a suplementacdo com 3.8 x 10°
CFU g*' de Bacillus aumenta a sobrevivéncia, crescimento, e conversdo
alimentar de juvenis de truta arco-iris. Nayak et al. (2007) mostraram que
juvenis de carpas alimentadas com B. subtilis a 10® CFU g apresentam
melhora no sistema imune. Saénz de Rodriguez et al., (2009) observaram
mudancas estruturais na mucosa e no perfil microbiolégico do intestino de
juvenis de linguado suplementados com probiotico Alteromonadaceae.
Carvalho (2011) verificou que ap0s suplementacdo com Bacillus subtilis e MOS
houve aumento das vilosidades intestinais de alevinos de tilapias.

Diferente dos probidticos, os prebidticos sao ingredientes ndo digeriveis
(oligossacarideos) que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando o
crescimento ou a atividade de uma ou mais bactérias benéficas do sistema
digestorio, melhorando a salude do animal (BUTOLO, 2002). A estimulacao
seletiva ocorre porque os oligossacarideos sdo facilmente fermentados por
bactérias benéficas

Os prebiéticos atuam indiretamente sobre o0s sistemas imune e
enzimatico, e estimula o crescimento de bactérias benéficas, aquelas que tém
a capacidade de produzir substancias com propriedades imunoestimulatérias e
gue interage com o sistema imune (SILVA & NORNBERG, 2003).

As principais fontes de prebiéticos sao alguns acucares absorviveis ou
nao, fibras, peptideos, proteinas, alcoois de acucares e os oligossacarideos
(DIONIZIO et al., 2002). Os principais prebiéticos oligossacarideos em estudo
na aquicultura sdo os mananoligossacarideos (MOS), fructoligossacarideos
(FOS), galactooligossacarideos (GOS) e a inulina, esses agem fornecendo
carboidratos as bactérias benéficas do intestino, que fermentam estes
nutrientes retirando energia pra o seu desenvolvimento (SAAD, 2006).

A inulina é um carboidrato do tipo frutano vastamente encontrada na

natureza em algumas plantas, bactérias e fungos, mas na producao industrial
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ela é extraida a partir da raiz da chicoria (ROBERFROOID, 1993; FRANCK,
2002). E comercializada na forma de p6 branco com alta pureza, sem odor e de
sabor neutros. Podem apresentar pequenas quantidades de alguns minerais e
sais, mas ndo contém glaten, gordura, proteina e acido fitico e € solavel em
adgua (FRANCK, 2002).

A inclusdo na dieta de pequenas quantidades de prebi6ticos, como o
polissacarideo inulina, pode estimular o crescimento de bactérias benéficas,
como as acido laticas (MACFARLANE et al., 2006). Um dos efeitos nutricionais
mais conhecidos da inulina e da oligofrutose € a sua capacidade para modificar
a composicdo da microbiota intestinal (por exemplo, com o aumento do nimero
de bifidobactérias) e a sua atividade metabdlica no intestino grosso
(ROBERFROID et al, 1998). Alguns estudos comprovaram essas mudancas
apos o uso de prebidticos (MAHIOUS et al., 2006, DIMITROGLOU et al., 2010;
RAMIREZ, 2011).

Quando ocorre a fermentacédo de frutanos tipo inulina ha producdo de
acidos carboxilicos de cadeia curta e acido latico, que servem como nutrientes
e energia para o crescimento das bactérias benéficas, reduzindo os valores de
pH dificultando a comparticdo dos patdégenos (ROBERFROID, 1999 &
GILSON, 2007).

Os simbidticos referem-se a uma aplicacdo combinada de probiético e
prebiético, em um mesmo alimento (COLLINS & GIBSON, 1999), baseada no
principio de oferecer uma vantagem competitiva (uma fonte de energia
fermentavel), melhorando a sobrevivéncia e a colonizacdo de microrganismos
probidticos no trato gastrointestinal promovendo a saude do hospedeiro
(MERRIFIELD et al., 2010).

O uso de probiotico na aquicultura, em muitos casos, € dificultado por
causa da diminui¢do da viabilidade da bactéria durante a granulagéo, o tempo
armazenado e lixiviacdo da particula na agua durante a alimentacdo, assim
como os problemas relacionados ao manejo dos alimentos e sua preparacéo
(MERRIFIELD et al.2010). Como alternativa, o uso de prebiotico associado a
probiotico (simbiotico) tém sido avaliado para superar estes problemas
(MERRIFIELD et al.2010). Estudos sobre aplicagbes do uso de

probidtico, prebidtco e simbibdtico, especialmente  para espécies com
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aceitabilidade comercial é de grande relevancia para produzir peixes de melhor

qualidade.

2.5 Estresse e Sistema Imune

Os peixes no ambiente de criacdo enfrentam situacdes que vao além da
sua capacidade de tolerancia, afetando seu bem estar e consequentemente
sua sobrevivéncia. Essas situacfes podem ser chamadas de agentes
estressores e sdo responsaveis pela quebra da homeostase ou estresse no
animal (BALDISSEROTTO et al., 2014). A acao dos agentes estressores pode
ser aguda (quando estdo em condi¢cdes de manejo, como captura, biometria e
transporte) ou cronica (quando 0s peixes sdo expostos por um longo periodo
de condicdes estressantes) (WENDELAAR BONGA, 1997).

Diante desses fatores ha varios mecanismos que envolvem uma série de
respostas neuroenddcrinas e comportamentais que tendem a manter o
equilibrio das func¢des vitais do animal (VON-BORELL, 1995). As respostas ao
estresse sdo divididas em primérias, secundarias e terciarias. A primaria
(neural e neuroenddcrina) se inicial logo apds contato com um agente estressor
e tem como resposta o sistema biolégico e h4 o aumento de catecolaminas e
do cortisol. As respostas secundarias sdo consequéncias fisioldgicas
resultantes das primarias, envolvem 0rgdos e tecidos responsaveis pela
adaptacado as condicOes alteradas e resisténcia, ocorre alteracdes na glicemia,
hematdcrito, numero de linfocitos entre outras. As terciarias sdo a Ultima
resposta, o animal perde a capacidade adaptativa e os sistemas biolégicos
estdo esgotados, ocorrem alteracées comportamentais, maior suscetibilidade a
doencas e reducéo do crescimento (WENDELAAR BONGA, 1997).

O estresse pode ser definido como o somatério das mudancas que
acorrem no organismo frente a um desafio, junto a tentativas fisioldgicas de
reestabelecer a homeostase ou o equilibrio do animal (WENDELAAR BONGA,
1997). Segundo Barton e Iwana (1991), os peixes tém capacidade natural de
responder fisiologicamente a uma situacdo de estresse. Diante disso, as
alteracdes fisiologicas tém sido o foco de muitos estudos.

As alteracg@es fisiologicas, hematoldgicas e imunoldgicas decorrentes da

reacdo do peixe diante a um desafio sdo frequentemente referidas como
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respostas ao estresse (WEDEMEYER et al., 1990). O cortisol € uma resposta
fisiologica, um das mais importantes, e esta relacionada a diversas alteracfes
gue acontece no organismo. Afeta a fisiologia e o comportamento dos peixes, 0
metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios e age como um horménio
hiperglicemiante. O cortisol também causa imunossupressdo, que
consequentemente, aumenta a susceptibilidade dos peixes a doencas
(PICKERING et al., 1989 & MOMMSEN et al., 1999).

O perfil hematoldgico € uma das ferramentas de estudo que auxilia no
diagnostico para determinar o estado de saude e a identificacdo de estresse
em peixes, assim como a avaliacdo bioquimica (TAVARES-DIAS & MORAES,
2004). Segundo Kumschnabel e Lackner (1993) e Bendhack, (2008) o estresse
em peixes causa mudancas na morfologia dos eritrécitos, no percentual do
volume globular, concentragdo de hemoglobina e hemodiluicdo ou
hemoconcentracéo.

Foi comprovado que o0s animais aparecem doentes quando Ssao
submetidos a uma situacdo de estresse, iISSO acontece porque a carga
alostética reduz a eficiéncia das funcdes de defesa imune, potencializando a
acdo dos patdégenos (TORT, 2011). A resposta do sistema inume dos peixes se
divide em inata ou ndo especifica e adaptativa ou especifica (SAKAI, 1999).
Ambas as respostas exercem funcdes fundamentais na defesa contra
patbgenos, mas nos peixes a resposta imune inata € mais importante
(URBINATI E CARNEIRO, 2004; SAURABH E SAHOO, 2008).

A resposta inata € composta pelo conjunto de respostas que compde o
primeiro mecanismo de defesa. E representado pelas barreiras fisicas e
guimicas, componentes célulares representados pelos trombdcitos, leucdcitos
(mondcitos/macrofagos e granulécitos, neutrofilos, eosindfilos e basofilos),
células citotdoxicas (natural killers) e os componentes humorais. A resposta
inata € compensatdria a resposta imune adaptativa (BLY e CLEM, 1994;
SECOMBES, 1996; WATTS; MUNDAY, 2001 & BILLER-TAKAHASHI;
URBINATI, 2014).

As células sanguineas mondcitos e macréfagos sdo os principais
agentes de defesa do organismo, pois sdo essenciais para a fagocitose e na
destruicdo de patégenos e participam das reagfes imunes contra doengas e

estresse (KANTARI et al., 2008). O uso de imunoestimulantes estimula essas
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células e consequentemente o sistema imune e a resisténcia do animal
(SAKAI, 1991 & LIM; WEBSTER, 2001). Fatores internos e externos como
mudancas de temperatura, gerenciamento do estresse e a densidade de
estocagem, também influenciam na resposta imune inata (MAGNADOTTIR,
2006, 2010).

O sistema imune especifico engloba uma rede de células, proteina,
genes e mensageiros bioquimicos, e depende da presenca do antigeno para
desencadear uma cascata de reacfes que resultard no aumento de anticorpos
especificos e na memadria imune (BERNSTEIN et al., 1998 & UBIRE, 2011). E
possui componentes celulares e humorais como o sistema inato (SECOMBES,
1996)

As células responsaveis pela resposta imune adaptativa celular e
humoral sdo chamadas de linfocitos, sdo altamente diferenciadas e respondem
a estimulos imunoldgicos. Sao divididas em dois grupos, com acdes diferentes,
chamados linfécitos T e B (ELLIS, 1999). Os linfocitos T auxiliares sao
mensageiros quimicos e T citotoxicos destroem as células infectadas e os
linfécitos B sd@o responsaveis pela producdo de anticorpos (TIZARD, 2002;
SECOMBES E WANG, 2012).

As respostas imunes acontecem diante de varias interacdes entre o
sistema inato e adaptativo, estando em predominio nas fases iniciais da
infeccdo as respostas inatas e nas fases tardias as repostas adaptativas (Mello,
2016).
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{adquirida] -Wasto repertanio de celulas

Figura 2. Esquema das respostas do sistema imune inato e adaptativo.
Fonte: www.fmvz.usp.br/labmas (2017).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacéo com probidtico, prebiético e simbibtico
sobre o desempenho zootécnico e respostas fisioldégicas, imunologicas,
hematolégicas e histologia do intestino de larvas e juvenis de cacharas

Pseudoplatystoma reticulatum.

3.2 Objetivos especificos

Artigo 1
- Avaliar se o enriquecimento da artemia com probiotico Bacillus subtillis,
prebiotico inulina e simbidtico Bacillus subtillis + inulina tem efeito sobre o

desempenho zootécnico de larvas de cacharas.
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- Verificar se o uso de probiotico Bacillus subtillis, prebiotico inulina e
simbidtico Bacillus subtillis + inulina altera a morfometria intestinal de larvas de
cacharas.

Artigo 2

Avaliar se a dieta suplementada com probiético Bacillus subtillis, prebiotico
inulina e simbiotico Bacillus subtillis + inulina tem efeito sobre os parametros
zootécnicos de juvenis de cacharas.

- Avaliar se a dieta suplementada com probi6tico Bacillus subtillis, prebiotico
inulina e simbidtico Bacillus subtillis + inulina de juvenis de cacharas tem efeito
nas respostas imunoldgicas, fisiolégicas e hematolégicas.

- Verificar se 0 uso de probiético Bacillus subtillis, prebidtico inulina e simbiético
Bacillus subtillis + inulina altera a morfometria intestinal de juvenis de caharas.

- Avaliar a resisténcia de juvenis de cacharas suplementados com probiotico
Bacillus subtillis, prebiético inulina e simbidtico Bacillus subtillis + inulina apds

desafio bacteriano por Aeromonas hydrophila.
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CAPITULO 2

O artigo foi elabora de acordo com as normas da Revista: Aquaculture

Enriguecimento de nduplios de artémia com Bacillus subtilis, inulina e
simbidtico para larvas de cachara Pseudoplatystoma reticulatum

Enriquecimento de nauplios de artémia com inulina melhora a
sobrevivéncia de larvas de cachara Pseudoplatystoma reticulatum

RESUMO

A larvicultura é fator limitante da producdo de peixes carnivoros, pois nos
primeiros dias de vida as larvas necessitam de um alimento vivo. Na producao
aguicola a artémia € amplamente conhecida como o melhor alimento vivo
disponivel, muito usado na dieta de peixes, € um crustaceo considerado um
filtrador ndo seletivo, essa caracteristica permite que seu tubo digestorio seja
enriquecido. Com este estudo avaliou-se o efeito do fornecimento da Artemia
salina enriquecida com probi6tico, prebiotico simbidtico sobre o desempenho
zootécnico e histomorfometria intestinal de larvas de Pseudoplatystoma
reticulatum. Larvas de cachara com peso médio de 0,0004 g e comprimento de
3,20 £+ 0,26 mm (média e desvio padrao), foram obtidas por meio de
reproducao induzida e 48 horas apds a eclosao distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado (quatro tratamentos / trés repeticdes), em 12
incubadoras, com volume Ultil de 60L na densidade de 35 larvas/L. Apos a
descapsulacdo da artémia, os nauplios foram colocados em recipientes com
agua salgada e aeracédo para o enriguecimento por um periodo de 6 horas. Os
tratamentos foram: Tratamento 1 (controle, sem aditivo); Tratamento 2
(probidtico Bacillus subtilis 7g/ L/ dia); Tratamento 3 (prebiotico inulina 7g/ L/
dia) e Tratamento 4 (simbidtico Bacillus subtilis 7g/ L/ dia+ inulina 7g / L/ dia).
As larvas foram alimentadas 12 vezes ao dia, sendo os nauplios enriquecidos
ofertados 6 vezes ao dia. As Larvas alimentadas com nauplios enriquecidos
com inulina apresentaram taxa de sobrevivéncia significativamente maior que
0s outros tratamentos 25,17 %. Para a histomorfometria intestinal as larvas
alimentadas com artémia enriquecida com B. subtilis e n&do enriquecida
(controle), foram estatisticamente melhores para as variaveis altura total e
altura das vilosidades. A camada muscular foi melhor nos tratamentos inulina e
controle. O enriqguecimento de nauplios de artémia nd&o melhorou o
desempenho zootécnico de larvas de cachara.

Palavras-chave: alimento vivo; Artemia salina; peixes carnivoros; larvicultura,
probidtico, prebidtico.
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Enrichment of artemia with Bacillus subtilis, inulin and symbiotic for

cachara larvae Pseudoplatystoma reticulatum

ABSTRACT

The Larvae are a limiting factor of production, because in the first days of life
the larvae need a live food. In aquaculture production the artemia is widely
known as the best live food available widely used in the diet of fish is a
crustacean considered a non-selective filter. This feature allows your digestive
tube to be enriched. This study evaluated the effect of the supply of Artemia
salina enriched with probiotic, prebiotic and symbiotic on zootechnical
performance and intestinal histomorphometry of Pseudoplatytoma reticulatum
larvae. The larvae the cachara with a mean weight of 0.00004 g and length 3.20
mm + 0.26 (mean and standard deviation) were obtained by means of induced
reproduction and 48 hours after the hatchings distributed in design was
completely randomized (four treatments / three replicates), the larvae were
distributed in 12 incubators with a useful volume of 60L in density of 35 larvae /
L, fed 12 times a day, where enriched arsenic was provided 6 times a day. After
the descrambling of the artemia the nauplii were placed in 4 containers with salt
water and aeration each container contained a treatment. The additives were
added to enrich for a period of 6 hours. Enriched nauplii were offered 6 times a
day. The treatments were: T1 (control, without additive); T2 (probiotic Bacillus
subtilis 7g / L / day); T3 (prebiotic inulin 7g / L / day) and T4 (symbiotic Bacillus
subtilis 7g / L / day + inulin 7g / L / day). Larvae fed nauplii enriched with inulin
presented a significantly higher survival rate than the other treatments 27,17 %.
For intestinal histomorphometry, the larvae fed with arsenic enriched with B.
subtillis and not enriched (blank control), were statistically bettert for the
variables total height and height of the villi. Muscle layer, as another parameter,
performed better under inulin and control treatments. The enrichment of Artemia

nauplii did not improve the zootechnical performance of cachara larvae.

KEYWORDS: live food; Artemia salina; carnivore fish; larviculture; probiotic,
prebiotic.
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INTRODUCAO

Com grande potencial para aquicultura o0s surubins sdo muito
procurandos por apresentarem carne nobre proporcionando filé com pequena
quantidade de espinhas (Campos, 2010). A producdo de espécies puras de
surubins no Brasil é restrita, sendo alguns dos entraves a reproducao,
larvicultura e a nutricdo (Crepaldi et al., 2006). A espécie em estudo
Pseudoplatystoma reticulatum ¢é amplamente utilizada em pisciculturas
comerciais de diversas regides do pais para producdo de hibridos intra e
interespecificos. Segundo Inoue (2003), a larvicultura é fator limitante da
producdo de peixes carnivoros, pois nos primeiros dias de vida as larvas
necessitam de alimento vivo, ponto crucial na producéo desses peixes, mesmo
posterior a fase de pés-larva, eles sdo criados in door até atingirem entre 12 a
20 cm.

Na producdo aquicola a artémia é amplamente conhecida como
o melhor alimento vivo disponivel, largamente utilizado na dieta de peixes e
crustaceos marinhos de todo o mundo, devido suas vantagens nutricionais e
operacionais (Lavens e Sorgeloos, 1986). A artémia é um pequeno crustaceo
considerado um filtrador ndo seletivo (Sorgeloos et al., 2001).

Essa caracteristica filtradora permite que seu tubo digestorio seja
enriquecido por meio de um método também chamado de bioencapsulamento
que é extensivamente aplicado na larvicultura de peixes e crustaceos
cultivados para aumentar o valor nutricional da artémia (Coutteau et al., 1997;
Sorgeloos et al., 2001). Existem dois métodos de enriguecimento da artémia, o
direto e o indireto. No método, direto o aditivo pode ser fornecido para 0s
organismos sob a forma de emulsdo, homogeneizada com agua. No método
indireto, os organismos sdo alimentados, geralmente com levedura, que foram
cultivadas em meio contendo o aditivo (WATANABE, 1988).

Neste trabalho foi realizado o enriquecimento de nauplios de artémia
com probiotico Bacillus subtilis, prebiotico inulina e a combinacdo desses dois
aditivos (simbiotico) para alimentar larvas de cachara Pseudoplatytoma
reticulatum. O enriquecimento foi empregado para utilizar os nauplios como
vetor dos aditivos, pois nos primeiros dias de vida o Unico alimento ofertado

para as larvas € a artémia. Segundo Bricknell & Dalmo (2005), os
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imunoestimulantes na fase larval de um peixe podem ativar as células de
defesa deixando o animal em estado de preparo para quando encontrar um
patdgeno invasor

Os probidticos sé@o células microbianas que entram no trato digestorio e
sdo capazes de manter-se vivas, melhorando a saude dos animais (Gatesoupe,
1999). Bactérias do género Bacillus sdo um dos probidticos mais utilizados na
aguicultura e tem como vantagem resisténcia a alta variagcdo de temperatura
(Rengpipat et al., 2000). O Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva do
solo, formadora de esporos, que pode transitar pelo trato digestério e auxiliar
na multiplicacédo e colonizacdo dos produtores de acido latico (Harwoor, 1992;
Maruta, 1993).

Os Prebioticos sdo considerados ingredientes funcionais, pois exercem
influéncia sobre processos fisiolégicos e bioquimicos no organismo,
melhorando a salde e reduzindo o aparecimento de doencas (Roberfroid,
2002; Saad, 2006). A inulina é um carboidrato, ndo digerivel, do tipo frutano
vastamente encontrada na natureza em algumas plantas, bactérias e fungos,
mas na producdo industrial ela € extraida a partir da raiz da chicoria
(Roberfrooid, 1993; Franck, 2002). Um dos efeitos nutricionais mais
conhecidos da inulina e da oligofrutose € a sua capacidade para modificar a
composicdo da microbiota e a sua atividade metabdlica no intestino grosso
(Roberfroid et al, 1998).

Com este trabalho foi avaliado o efeito do enriqguecimento de artémia
enriquecida com probiético (Bacillus subitilis), prebiético (inulina) e simbidtico
(Bacillus subitilis + inulina) sobre o desempenho zootécnico e histomorfometria

intestinal de larvas de cachara Pseudoplatytoma reticulatum .

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais do projeto foram aprovados pela
Comisséo de Etica do Uso de Animais — CEUA (UEMS) protocolo n° 014/2013.

Local do experimento e obtencgéo das larvas de cachara
O experimento foi realizado na piscicultura Pirai, regido de Terenos, MS

no més de janeiro de 2016. As larvas de Pseudoplatystoma reticulatum foram
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obtidas por meio de reproduc¢do induzida, utilizando hormonio gonadotréfico, de
reprodutores selecionados do plantel da piscicultura. Apés a desova, 0s 0ovos
foram distribuidos em uma incubadora tipo funil com volume util de 200 L, fluxo
de agua continuo e, em 48 horas apés a ecloséo, as larvas foram transferidas
para suas unidades experimentais. Antes da transferéncia, uma amostra com
10 larvas foi coletada para mensurar o peso e o comprimento.

Para fazer a distribuicdo das larvas nas unidades experimentais, foram
coletados, com auxilio de um Becker, 100 ml de &gua da incubadora e
contabilizado o numero de larvas. Esse processo foi repetido por 5 vezes e
com o valor da média foi calculado o nimero aproximado de larvas a cada 100
ml, para entdo fazer a distribuicdo nas incubadoras. Cada incubadora recebeu
aproximadamente 2100 larvas, com peso médio inicial de 0,00004 g e

comprimento total 3,20 + 0,26 mm (média e desvio padréo).

Delineamento experimental e alimentacao

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos: T1 (controle, sem aditivo); T2 (probiético Bacillus subtilis 7g); T3
(prebidtico inulina 7g) e T4 (simbidtico Bacillus subtilis 7g + inulina 7g), com
trés repeticbes, conduzida em 12 incubadoras tipo funil com volume ultil de
60L, com densidade de 35 larvas/L, mantidas em fluxo de agua continuo,
fotoperiodo de 12h luz e 12h escuro, durante 12 dias.

A primeira alimentagcdo exdgena foi ofertada 48 horas apos a ecloséo,
que consistia em nauplios de artémia (Artémia salinado RN®)
enriquecidos com seus devidos tratamentos.

Cada incubadora recebeu inicialmente 114 mil nauplios e esse valor foi
ajustado a cada dois dias, sendo que, no final cada incubadora recebeu 280 mil
nauplios, alimentadas 12 vezes ao dia, sendo 6 com artémias enriquecida e 6
com artémia nao enriguecida. Os nauplios enriquecidos foram ofertados as
larvas de cachara as: 01:30; 05:30; 09:30; 13:30; 17:30 e 21:30 horas.O
tratamento controle n&o recebeu nenhum aditivo, mas os nauplios foram

mantidos nas mesmas condi¢cdes que 0s suplementados.

Enriquecimento da artémia
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A descapsulacdo dos cistos de artémia foi realizada em incubadora de
fibra tipo funil com capacidade de 200 litros. Os cistos de artémia foram
eclodidos segundo a metodologia descrita por Sorgeloos (1996) e incubados
por um periodo de 24 horas em agua salinizada e aeracao por borbulhamento
de ar comprimido com iluminacgéo constante, e temperatura entre 26 a 30°C. A
eclosdo dos cistos de artémia foi realizada a cada duas horas. Apés o periodo
de ecloséo, a aeracédo foi desligada e 10 minutos depois, os nauplios foram
passados em rede de plancton para separacao dos cistos néo eclodidos.

Os aditivos utilizados foram o probiético Bacillus subtilis (1 x 10° UFC/g).
Doado pela empresa Uniquimica, 0 CALSPORIN®10 é um produto baseado em
esporos viaveis de uma cepa de organismos geneticamente modificado,
isolado originalmente do solo. A inulina foi doada pela empresa Nuscience
Nutrientes do Brasil, o produto é composto por 92% inulina, 8% frutose, glicose
e sacarose e 0,2 cinzas.

ApoOs a descapsulacao, os nauplios foram colocados em recipientes com
agua salgada e aeracdo para o enriquecimento por um periodo de 6 horas,
cada recipiente continha um tratamento com 1,16g de cada aditivo. As artémias
enriquecidas foram ofertadas 6 vezes ao dia. Os nauplios foram deixados para
enriquecer segundo Arndt e Wagner (2007).

Desempenho zootécnico

Ao final da suplementagdo as larvas foram submetidas a 15
horas de jejum e 10 larvas de cada unidade experimental foram imersas em
solucdo de eugenol (50mg/L) até anestesia profunda e fixada em formol
10% para posterior analise. As larvas tiveram seu comprimento total
determinados com auxilio de paquimetro digital e seu peso determinado em
balanca analitica.

Ao final do periodo experimental, foi realizada a avaliacdo de
desempenho zootécnico por meio das seguintes variaveis: ganho de peso (GP)
= [peso corporal final (g) - peso corporal inicial (g)]; Ganho em comprimento
(GC) = [comprimento total final (mm) - comprimento total inicial (mm)]; Taxa de
crescimento especifico foi determinada pela formula In peso final (g) — In peso

inicial (g) / dias de experimento, em que In é o logaritmo normal do peso final e
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inicial e sobrevivéncia (S) = [numero de peixes inicial / nimero de peixes final x
100 (%)].

O fator de condicéo alométrico foi calculado pela formula K= W/L® onde
W é o peso, L o comprimento e b € estimado pela equacdo da relacdo peso-
comprimento. A uniformidade dos peixes em cada unidade experimental, foi
calculada pela adaptacédo da equacdo proposta por Furuya et al. (1998): U =

(N/NI), onde U= uniformidade (%); N = numero de animais no tanque; NI

[ON

namero total de animais com peso ou comprimento 20% superior ou inferior

média do peso vivo, em cada unidade experimental.

Histomorfometria Intestinal

Apos os 12 dias de suplementacdo, 5larvas de cada unidade
experimental foram coletadas e anestesiadas em eugenol (50 mg/L),
eutanasiadas e deixadas por 24 horas em solucdo formol 10% para fixacao e
depois em alcool 70% onde permaneceram até o0 momento do
processamento. A confeccédo das laminas histoldgicas foi realizada em parceria
com o Laboratério de Histologia do CCBS, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul/Campus Campo Grande. Devido o tamanho pequeno do animal
essa andlise foi realizada com a larva inteira.

As amostras foram submetidas ao processamento histologico de rotina,
desidratacdo em série crescente de alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em
parafina. Por ato continuo, foram realizados cortes transversais semi-seriados
de 4um obtidos em microtomo (ZEISS HYRAX M 25). Apés a preparacao das
laminas, foram realizaradas as medidas morfométricas, sendo trés
mensuracdes de cada varidvel por animal.

As laminas histoldgicas foram fotodocumentadas com céamera digital
Nikon (D3100), acoplada em microscopio 6tico (ZEISS-Primo Star), no
aumento de 400x para mensuragcdo das variaveis histomorfométricas (Figura

1), utilizando o programa Motic Images Plus 2,0 ML.
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Figura 1. Fotomicrografia da mucosa intestinal de larva de cachara
Pseudoplatystoma reticulatum. Variaveis da histomorfometria intestinal: altura
total do vilo (1); altura do vilo (2), largura (3), espessura do epitélio (4), camada

muscular (5) e células caliciformes (6)

Qualidade da agua

A gualidade da agua foi monitorada diariamente nos periodos da manha
e da tarde por meio da mensuracédo o pH e temperatura com auxilio de phmetro
water proof Family HANNA e oxigénio dissolvido, com auxilio do oximetro
HANNA HI 9146°. Semanalmente foram medidos a amdnia e nitrito por meio
de kits comerciais, os valores foram insignificantes.

Durante todo o experimento as variaveis limnologicos ndo mostraram

variacbes que influenciassem nos resultados (Tabela 1). Os parametros de
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gualidade de &gua analisados estavam dentro da faixa de conforto
recomendada para a espécie (Faria et al, 2013).

Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas da qualidade da agua para todos os

tratamentos (média + DP)

Temperatura °C Oxigénio Dissolvido mg/l pH
Manhéa 27,75 £ 0,93 8,64 £ 0,91 6,8 + 0,15
Tarde 29,06 + 1,10 8,34 £ 2,27 6,0+0,12

Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-
Wilk) e as médias submetidas a andlise de variancia (ANOVA). Quando
significativa as diferencas entre as médias foram constatadas por meio do teste
de Tukeya 5 % de probabilidade. Todos os testes foram realizados pelo

programa estatistico R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho zootécnico

Os valores médios (+ DP) para as varaveis de desempenho zootécnico
estdo apresentados na (Tabela 2). Foram observadas diferencas (P<
0.05) para as variaveis de ganho em peso e ganho em comprimento 0 grupo
simbidtico apresentou menor valor se comparada aos demais grupos .A taxa de
sobrevivéncia das larvas alimentadas com nauplios de artémia enriquecidos
com inulina foi superior (P<0.05) das observadas nos outros gupos.

O fator de condicdo alométrico apresentou diferenca significativa entre
as diferentes dietas fornecidas (Tabela 2), sendo as larvas alimentadas com
nauplios enriquecidos com simbidtico apresentando melhor resultado,
indicando uma melhor relacdo peso:comprimento. N&o foi constastada
diferenca siginificatina para a uniformidade do lote das larvas de cacharas
(Tabela 2), mas podemos observar por meio do grafico de distribuicdo dos

peixes por classe de peso (Figura 1) que o grupo simbiotico foi mais
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homogenio, apresentando 87 % dos peixes com peso entre 11 a 40 mg e nao

possuiu peixes acima de

Tabela 2. Desempenho zootécnico de larvas de cacharas alimentadas com

artémia enriquecida com B. subtillis, inulina e simbiotico (média = DP)

Ccv
Controle B. subitillis Inulina Simbidtico (%)

GP (mg) 26,65+18,26% 28,17+21,25% 22,32 +7,46% 19,84+8,43" 56
GC (mg) 13,74+3,29%° 14,34+1,60% 13,79 +1,60%° 13,09+ 2,92° 16
TCE 33,44+0,71  33,82+0,79 32,86+ 0,35 31,90+0,47 14
So (%) 24,24° 14,27d 25,17a 20,46¢
Fator K 0,001° 0,002° 0,001° 0,025? 57
Unifor. 62+18,41  75,66+1,70 68,33+1546 65,33+11,12

TCE: taxa de crescimento especifico; So: sobrevivéncia; Fator K: fator de condi¢do; Unifor:
uniformidade. Letras distintas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0.05).

Classe de peso (mgQ)

m<10 = 11-20 m 21-40 041-70

% de peixe

R
TR

S

Controle B. subtilis Inulina Simbidtico

Figura 1. Distribuicdo das larvas de cachara por classe de peso (mg),
alimentadas com artémia enriquecida com B. subtillis, inulina e simbibtico,
durante 12 dias.
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O grupo B. subtilis apresentou médias superiores nas variaveis ganho
em peso e ganho em comprimento, porém foi significativamente diferente
apenas do tratamento simbiotico. Para a sobrevivéncia o tratamento inulina
obteve melhor taxa (24,24%), sendo significaticamente maior que 0s outros
tratamentos (Tabela 1).

Na distribuicdo dos peixes por classe de peso (Figura 1), observou-se
gue as dieta inulina e simbiodtico apresentaram maiores nimeros de peixes com
peso de 11 a 40 mg, o grupo simbidtico ndo apresentou nenhum peixe acima
de 40 mg. Esses dados confirmam que os lotes que receberam artémia
enriquecida com inulina e simbi6tico foram os grupos mais homogéneos.

Os Nauplios de artémia utilizados como primeira e principal fonte de
alimentacéo foram testados e aprovados por alguns autores: Behr et al. (2000)
relataram aumento de crescimento, ganho em peso e maior sobrevivéncia em
larvas de jundia (Rhamadia quelen) alimentadas com nauplios de artémia; Luz
(2007) ao comparar nauplios de artémia e alimento artificial em Piaractus
mesopotamicus observou melhor resisténcia ao estresse e maior crescimento
quando alimentados com nauplios. Segundo Dias et al., (2011), a Artemia é
mais eficiente entre os alimentos vivos, pois apresenta uma maior reserva
enddgena de energia.

O enriquecimento ou bioencapsulamento é uma forma de aumentar o
valor nutritivo da artémia aproveitando sua caracteristica filtradora. O
enriguecimento de artémia na dieta de larvas de peixes ja foi testado com:
acidos graxos melhorando o crescimento e a sobrevivéncia das larvas (Rivera
& Botero, 2008); Dias et al. (2011) com Bacillus subtilis na alimentacdo de
larvas de Brycon amazonicus, ndo favoreceu o desempenho em alta densidade
de estocagem. Touraki et al. (2012) com Bacillus subtilis e Lactobacilllus
platarum nas larvas de Dicentrarchus labrax, os dados comprovaram que B.
subtilis protegeu as larvas contra infec¢do por Vibrio anguillarum, entre outros
como metionina (Tonhein et al.,, 2000); aminoacido (Hoshiba, 2007) e
probidticos e prebidticos em sea bream e Psetta maxima (Dimitroglou et al.,
2010), (Daga et al., 2013)..

O tempo de enriquecimento desse trabalho seguiu 0 tempo prosposto
por Akbar et al. (2014), ap6s analisaram o efeito do enriquecimento de nauplios

de artémia com probiético multi cepas (Lactobacillus rhamnosus, Bacillus
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coagulans, B. mesentericus, Bifidobacterium infantis e B. longum) por 6 horas,
relataram que esse periodo foi eficiente para os probidticos se manterem
viaveis nos nauplios.

Neste trabalho verificamos que larvas de cacharas alimentadas com
nauplios de artémia enriquecidos com inulina apresentaram maiores taxas de
sobrevivéncia, entretanto, as taxas de sobrevivéncia foram relativamente
baixas independentes dos tratamentos avaliados. Essa baixa taxa de
sobrevivéncia € comumente verificada para as espécies de P. reticulatum e P.
corruscans (Rotta, 2003). E pouco provavel que as condicbes experimentais
tenham afetado a sobrevivéncia, pois estavam favoraveis ao cultivo dessa
espécie nessa fase.

A densidade de estocagem utilizada neste experimento foi adequada
para essa espécie, descartando de que a densidade de estocagem pode ter
afetado a taxa de sobrevivéncia. Alguns autores observaram que densidade
em torno de 50 larvas/L diminuiu 0 desempenho zootécnico e aumentou a taxa
de canibalismo e mortalidade (Andrade et al., 2004; Lopes et al., 1996; Ramos,
2001).

A frequéncia alimentar na fase inicial, principalmente para espécies
carnivoras, € um fator a ser considerado. Lopes et al. (1996) concluiram que a
frequéncia do alimento ofertado pode minimizar as perdas por canibalismo. A
ocorréncia de canibalismo em surubins é muito comum durante a fase inicial de
producdo podendo levar a morte os peixes envolvidos (Ishikawa, 2012).

Outros trabalhos revelam efeitos positivos da suplementacdo com
probiodticos em larvas de peixes. Daga et al. (2013), ao suplementarem artémia
com duas formulacdes de probidtico (FAA Lactobacillus e Enterococcus / FAB
Lactobacillus e Pediococcus, concentragéo 5g L ) na dieta de larvas de Psetta
maxima observaram maior taxa de comprimento e maior sobrevivéncia em
comparacao ao grupo controle. Martinez et al. (2009) relaram maior ganho de
peso, sobrevivéncia e taxa de crescimento especifico em larvas de Chirostoma
estor alimentadas com artémia e rotiferos enriqguecidos com probidtico
Lactobacillus casei. Dennis & Uchenna (2016) observaram maior comprimento
de larvas do catfish Clarias gariepinus alimentadas com mix de probioticos.

De acordo com Bricknell & Dalmo (2005), o peixe no estado larval pode

receber um imunoestimulante em sua dieta para proporcionar protecao nos
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periodos considerados criticos como ao final da absor¢cédo do saco vitelino,
primeira alimentagéo ou transicdo para a fase de juvenil. Avella et al. (2010)
concluiram que a suplementacdo com B. subtilis, B. licheniformis e B. pumilus
melhora as respostas frente ao estresse. A imunomodulacdo de larvas de
peixes tem sido proposta como um meétodo para melhorar a sobrevivéncia,
aumentando as respostas inatas em desenvolvimento até que a resposta
imune adaptativa esteja desenvolvida (Bricknell & Dalm, 2005).

Mutti (2007) ao enriquecer nauplios de artémia com &cidos graxos
registrou baixas taxas de sobrevivéncia (10 a 13 %) nas larvas do camaréo-
rosa Farfantepenaeus paulensis em todos os grupos testados. Porém Banda et
al. (1992) adicionaram S. lactis e L. bulgaricus em rotiferos e nauplios de
artémia na dieta de larvas de linguado Scophtalmus maximus e registaram que

a sobrevivéncia foi até seis vezes maior nesses grupos em relacao ao controle.

Histomorfometria intestinal

As larvas alimentadas com nauplios de artémia enriquecidos com B.
subtillis apresentaram valores superiores para as variaveis altura total e altura
dos vilos, sendo diferente (P < 0.05) dos grupos inulina e simbidtico Tabela 3.
O grupo controle nao diferiu dos grupos B. subtilis, inulina e do simbidtico. Para
a camada muscular o grupo que recebeu inulina e o grupo controle diferiu dos
outros tratamentos, apresentando maior espessura. A largura do Vvilo,
espessura do epitélio e numero de células caliciforme ndo apresentaram

diferencas significativas entre os tratamentos.
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Tabela 3. Histomofometria intestinal de larva de cacharas suplementados com artémia enriquecida com B.subtillis, inulina e

simbidtico (média + DP)

Altura total Altura do vilo Largura dovilc  Espessura Epitélio Camada muscular Cel. Caliciformes
Tratamentos (um) (um) (um) (um) (um) / vilo
Controle 22,57 +7,63% 21,50+7,59% 10,11 + 3,67 2,50 £ 0,99 2,37+1,05% 2,13+1,52
B. subitillis 24,4+8,12% 2353+7,92° 9,94 + 2,99 2,47 £ 0,70 2,21+0,89° 1,95+1,05
Inulina 20,85+6,60° 19,63+6,36°" 9,65+ 3,14 2,62 +£0,92 2,72+1,56° 1,71 +0,80
Simbidtico 21,82+7,10° 20,88+7,10°" 9,33+3,19 2,32+1,04 2,23+0,82° 1,83+1,21
CV % 32,93 33,96 33,45 37,26 47,32 61,91

CV (%): coeficiente de variacdo
Letras distintas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P < 0.05).
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Sao escassas as informacgfes disponiveis na literatura envolvendo a
morfofisiologia do sistema digestivo de peixes, especialmente em espécies
nativas e no estagio larval. A estrutura morfolégica do trato gastrointestinal dos
peixes varia muito devido as varias espécies e estagios de vida, e isso pode
influenciar na microbiota intestinal (Ringo & Birkbeck, 1999). O intestino de
peixes carnivoros € curto, com o epitélio intestinal sendo do tipo simples
cilindrico, com células caliciformes e planura estriada (microvilos).

A adicdo do probidticos B. subtilis na dieta de larvas de cachara
mostrou-se eficiente proporcionando aumento na altura das vilosidades
intestinais. Os vilos sdo evaginacdes da mucosa intestinal, estdo estritamente
ligados a absorcdo de nutrientes, quando a area de absor¢cdo aumenta, mais
nutrientes se absorve e, portanto melhora o desempenho zootécnico, resultado
esse obtido neste trabalho.

A camada muscular foi maior no tratamento inulina se comparando com
0S grupos suplementados. A camada € composta por fibras musculares lisas
apresentando duas subcamadas de tecido muscular, responsaveis pela
contracdo do tubo digestorio e movimentos peristalticos que deslocam o bolo
alimentar ao longo do limen intestinal (Junqueira & Carneiro, 2012; Montanari,
2016).

Segundo Shiraishi et al. (2009) os mecanismos de regulacdo do
desenvolvimento da camada muscular podem ser um parametro de boa saude
e nutricdo dos animais. Corroborando com este trabalho Kihara et al. (1995)
observaram a relacdo da fermentacdo do prebidtico lactosucrose (lactose
frutosilada) no intestino com o aumento da espessura da tunica muscular em
Pagrus major, criando em cativeiro.

A densidade, o tamanho dos vilos e a manutencédo celular por meio da
renovacao celular do epitélio intestinal influencia diretamente na digestéo,
absorcdo de nutrientes e consequentemente no ganho de peso dos animais
(Boleli et al., 2002). O aumento na altura dos vilos ap0s suplementagdo com
MOS foi relatado por Salze et al. (2008) em larvas de bijupira

Daga et al. (2012) descreveram maior concentracdo de células
probidticas no intestino de larvas de Psetta maxima e uma reducdo das
bactérias gram negativadas ap0s adicionar probidtico (FAA Lactobacillus e

Enterococcus / FAB Lactobacillus e Pediococcus concentracdo de 5g L™).
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Segundo Radecki & Yokoyama (1991) os probidticos estimulam o crescimento
e a estabilidade de popula¢gbes bacterianas que produzem acidos organicos
apos fermenta-las reduzindo o pH luminal e inibem a proliferacdo de bactéria
prejudiciais ao epitélio.

Carnevali et al. (2004) testaram larvas de sea bream (Sparus aurata)
recebendo o probidtico Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fructivorans
usando o alimento vivo como vetor por 90 dias, observaram que ambas
probioticos foram colonizar o intestino com 66 dias de suplementacao.
Concluindo que o tempo de suplementagcdo € um fator que pode interferir nos
resultados, pois a colonizacdo das bactérias probidticas pode refletir na
histomorfologia do intestino.

O uso de prebioticos para a histomorfologia do intestino também tem
despertado interesse de pesquisadores. Dimitroglou (2010) ao suplementar
larvas de Sea bream (Diplodus sargus L.) com prebidtico MOS (0,2%),
observou aumento no comprimento das vilosidades intestinais em relacdo ao
grupo nao suplementado. Schwarz et al. (2011) completaram que a adicdo de
MOS a 0,34% na dieta de larvas de tilapias na racdo e ndao no alimento vivo
proporciona maior altura e comprimento dos vilos se comprada ao grupo que
nao recebeu o prebidtico. O MOS é um mananoligossacarideo derivados da
parede células de leveduras Saccharomyces cerevisiae que promove a
integridade da mucosa intestinal, melhora a converséo alimentar e a satude dos
peixes (Li & Gatlin, 20004). E um dos prebidticos mais testado na aquicultura.

Segundo Rotta (2003) nos primeiros dias de vida as larvas se alimentam
do seu vitelo. E quando acontece a reabsorcdo do saco vitelino as larvas de
peixes nao estdo totalmente desenvolvidas, mas quando se inicia a
alimentacdo exogena sdo capazes de capturar e digerir suas presas
estimulando a producdo de enzinas digestivas que permitirdo uma melhor
maturagdo do trato digestivo, histologico e diferenciacdo bioquimica (Rivera &
Botero, 2009).

Najdegerami et al. (2013) observaram maior numero de células
caliciformes em larvas de Siberian sturgeon alimentadas com nauplios de
artémia enriquecido com acido graxos HUFA (0,6 g L™) por 4 semanas. As
células caliciformes tem a funcdo secretora, sédo células isoladas, encontradas

em maior quantidade nos intestinos medio e posterior e podem ser encontradas
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a partir do 3° depois da eclosdo (Menin, 1988; Mangetti, 2006). Sao
encontradas em maior nimero na parte distal do intestino (Cal, 2006).

Existem poucas informacdes sobre a artémia enriquecida, usada na
dieta de larvas, especialmente para surubins. N&o existe um padrdo de
protocolo de enriquecimento de artémia ou para outros alimentos vivos, 0S
protocolos encontrados se diferem muito uns dos outros. Os métodos de
administracdo, niveis de dosagem e marcas dos aditivos utilizados, podem
proporcionar diferentes resultados, por isso a importancia de mais estudos

sobre enriquecimento do alimento vivo e seus efeitos no animal estudado.

CONCLUSAO

O fornecimento de nduplios de artémia enriquecidos com inulina melhora
a taxa de sobrevivéncia e o fornecimento de nauplios enriquecidos com
Bacillus subitilis melhora a altura das vilosidades intestinais de larvas de
cachara Pseudoplatystoma reticulatum.
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CAPITULO 3

Este capitulo estd de acordo com as normas da Revista Fish & Shellfish

Immunoloy

Supplementation on juveniles the Pseudoplatystoma reticulatum com

Bacillus subtillis, inulina e symbiotic

ABSTRACT

The accentuated growth of aquaculture can bring numerous disease related
problems where many physiological functions such as growth reproduction
cellular changes and imune system can be affected and the animals become
susceptible pathological. This work evaluate the effect of the additives probiotic,
prebiotic e symbiotc on juveniles the cacharas after 32 and 60 days of
supplementation and being challenged by Aeromonas hydrophila test, with
respect to zootechnical performance, physiological, immunological,
hematological responses, gut histomorphometric. The juveniles of cachara (n=
280, weight 36, 25 + 6,91 g and length of 19,32 + 1,33 cm) were distributed in
20 tanks (80 L 14 fish / tank). The comercial ration: treatment 1 without
additives (control), treatment 2 probiotic B. subtillis (20g / kg), treatment 3:
prebiotic inulin (5g / kg); Symbiotic treatment, B. subtilis (20g / kg) + inulin (5g /
kg) for 60 days. At 32 days were observed zootechnical performance,
physiological, immunological and hematological analyzes and no differences
were observed (P> 0.05) for these variables. Respective to intestinal
histomorphometry the symbiotic group presented a significant difference in the
variable goblet cells, being found in a smaller number. At 60 days, the data
were analyzed in a completely randomized design in factorial 4 x 3 (4
treatments x 3 collection times). There was no significant difference for the
zootechnical performance data. After the challenge we observed that the
respiratory activity of the leukocytes in the inulin treatment after 3 and 6 hours
and the symbiotic treatment in the time of 6 hours presented a significant

reduction in the respiratory activity of leukocytes. For hemoglobin the inulin
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treatment maintained stable concentrations being different from the other
treatments after 6 hours of challenge. The plasma cortisol increased in all
treatments after challenge, but the control treatment was significantly different
from the inulin and B. subtillis treatments. Consequently cortisol inhibited the
number of lymphocyte cells that decreased after challenge. In conclusion,
supplementation with Bacillus subtilis, inulin and symbiotics in the diet of
juveniles does not improve zootechnical performance, intestinal

histomorphometry, physiological, immunological and hematological responses.

Key words: immunostimulants, leukocyte respiratory activity, cortisol and

Aeromonas hydrophila

Resumo
Bacillus subtillis, inulina e simbiético na dieta de juvenis de

Pseudoplatystoma reticulatum

O crescimento acentuado da aquicultura podem trazer inGmeros problemas
relacionados a doencas, onde muitas funcdes fisiolégicas como crescimento,
reproducdo, alteracdes celulares e sistema imune podem ser afetados, e com
isso 0s animais ficam suscetiveis agentes patoldgicos. Este trabalho avaliou o
efeito dos aditivos probidtico, prebiodtico e simbidtico nos juvenis de cachara
durante 32 e 60 dias sobre desempenho, histomorfometria intestinal e
microbiota intestinal, respostas fisiologicas, imunoldgicas e hematoldgicas apés
desafio por Aeromonas hydrophila. Juvenis de cachara (n= 280, peso 36,25 +
6,91 g e comprimento de 19,32 +1,33 cm), foram distribuidos em 20 caixas
(80L, 14 peixes/caixa). O delineamento foi inteiramento casualizado (quatro
tratamentos / cinco repetigdes), as dietas consistiram na suplementacdo da
ragcdo comercial: tratamento 1 sem aditivos (controle), tratamento 2 probiético
B. subtillis (20g/kg), tratamento 3 prebidtico inulina (5g/kg); tratamento 4
simbidtico, B. subtilis (20g/kg) + inulina (5g/kg), durante 60 dias. Aos 32 e 60
dias foram avaliados desempenho zootécnico, andlises fisioldgica,
imunologicas e hematolégicas e histomorfometria intestinal. Para

histomorfometria, o grupo simbidtico apresentou diferenca significativa na
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variavel células caliciformes, sendo encontrada em menor niumero. Nao houve
diferenca significativa para os dados de desempenho zootécnico. Ap6s o
desafio observamos que a atividade respiratéria dos leucocitos no tratamento
inulina e simbidtico reduziu significativamente. Para hemoglobina o tratamento
inulina manteve as concentragfes estaveis sendo diferentes do outros
tratamentos apos 6 horas do desafio. O cortisol plasmatico aumentou em todos
os tratamentos apos o desafio, porém o grupo controle foi significativamente
diferente dos tratamentos inulina e B. subtilis. Consequentemente o cortisol
inibiu 0 nimero de células linfocitos que diminuiu apos o desafio. Em conclusao
a suplementacdo com Bacillus subtilis, inulina e simbidticos na dieta de juvenis
nao melhora o desempenho zootécnico, histomorfometria intestinal, respostas

fisiolégicas, imunologicas e hematoldgicas.

Palavras chaves: Aeromonas hydrophila; doencas; cachara; probiotico,

prebiotico.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem papel de destaque dentre os paises com maior potencial
para aquicultura, devido sua disponibilidade hidrica, clima favoravel e
ocorréncia natural de espécies aquaticas com caracteristicas zootécnicas para
producdo e mercado (BRASIL, 2013). A perpersctiva € que em 2030 o Brasil se
torne um dos maiores produtores de pescado do mundo (SEBRAE, 2014).

O sistema de criacdo intensivo aumenta a producéo de peixes, porém
pode trazer inUmeros problemas sanitarios comprometendo a saude dos
peixes, devido ao aumento da densidade de estocagem que baixa o
desempenho produtivo do animal inviabilizando a producdo. Os problemas
sanitarios podem afetar as funcgdes fisioldgicas como crescimento, reproducao,
alteracdes celulares e sistema imune, diante disso os animais ficam suscetiveis
a doencas causadas por agentes patogénicos. Diante desses problemas os
produtores fazem o uso indiscriminado de antibioticos (ROMERO et al., 2012 &
TORRECILLAS & MAKOL, 2012).

O uso indiscriminado de antibidticos causa impactos sobre o meio
ambiente, devido a liberacdo de residuos organicos e inorganicos (READ &
FERNANDES, 2002). Esses residuos sao um risco a seguranca alimentar, pois
ficam presentes nos peixes depois de tratados e ndo sdo detectados nos
alimentos, podem gerar problemas de saude, como alergia e toxidade
(CABELLO, 2006 & BURRIDGE et al., 2010).

A fim de manter a saude dos peixes e melhorar o desempenho e/ ou
resisténcia as doencas, os imunoestimulantes tém sido utilizados na producao
de organismos aquaticos (VALLEJOS-VIDAL et al.,, 2016). Com o uso de
imunoestimulantes h& reducado do uso de antibiéticos, diminuindo os riscos
ambientais, genes resistentes a antibidticos e evitando a supressdo das
respostas imunes dos peixes (RIJKERS et al., 1981).

Os imunoestimulantes tém a capacidade de modular o sistema imune
evitando a ocorréncia de doencas, melhorando a qualidade de agua e os
indices de desempenho zootécnico do animal (CEROZI, 2012). Os
imunoestimulantes compreendem um conjunto de compostos biolégicos e

sintéticos de defesa celular e humoral ndo especifica em mamiferos que nos
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peixes agem induzindo ou suprimindo o0os mecanismos de defesa nao
especificos (GANNAM & SCHROCK, 2012).

O sistema imune dos peixes € dividido em inato e adquirido (adaptativo).
O inato € a primeira barreira de defesa contra agentes invasores e atua de
forma inespecifica contra padrdes moleculares relacionados a microrganismos.
O sistema adquirido promove a memoria imunoldgica, por isso precisa de um
contato prévio para que a producao de anticorpos especificos seja aumentada
(SUNYER; LAMBRIS, 1998).

Quando os peixes estdo estressados ocorre grande variedade de
alteracbes imunoldgicas, ao passo que algumas respostas aumentam ou
ativam as respostas imunes e outras séo deletérias a competicdo imune (YADA
& TORT, 2016). O Intestino é o 6rgdo que constitui a primeira linha de defesa
contra um ambiente cada vez mais téxico, possui uma grande area superficial
que é constantemente colonizada por antigenos da dieta e microrganismos. O
intestino € um ponto de contato entre hospedeiros e patdbgenos ambientais e é
considerada uma das principais areas de entrada para infec¢do e interacdes
hospedeiros e patdgenos (BIRKBECK, at al., 2005 & RINGO et al., 2007).

Os probidticos do género Bacillus apresenta-se na forma de esporos,
pertecem ao grupo de bactérias gram-positivas que estdo sendo introduzidas
em varios produtos alimentares e possuem alta capacidade de viabilidade no
intestino (TAM et al., 2006). O género Bacillus pode agir positivamente sobre
0S organismos aquaticos aumentando a sobrevivéncia e o crescimento do
animal, estimulando o sistema digestivo e o sistema imune, ou melhorando a
qualidade da agua (GATESOUPE, 1999; MORIARTY, 1998; GOMEZ-GIL et al.,
2000; ZIAEI-NEJAD et al., 2006). Dessa forma os imunoestimulantes
incorporados na dieta do animal podem melhorar essas respostas do sistema
imune (HANG et al. 2014).

A principal causa das perdas de lucros na piscicultura sao os fatores
estressantes que afetam o metabolismo e por consequéncia o crescimento dos
peixes (OBA et al., 2009). As bacterioses estdo relacionadas a condi¢des
estressantes que 0s peixes sofrem como, elevada densidade populacional nos
sistemas de criacdo, matéria organica em excesso, qualidade da agua e
manejo (LIMA, 2010). O género Aeromonas € responsavel por consideraveis

perdas econdmicas na aquicultura, com alto fator de viruléncia (RODRIGUES &
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RIBEIRO, 2004; DASKALOV, 2006). Estudos com infeccdo de patdégenos
estdo sendo realiados para observar as respostas do sistema de defesa,
desencadeado por microorganismos e toxinas de A. hydrophila, apds o uso de
imunoestimulantes (RODRIGUEZ el al., 2008; ZANUZZO et al., 2017; ).

Com esse trabalho avaliou-se o uso de Bacillus subitilis, inulina e a
associacdo de Bacillus subtilis + inulina sobre desempenho zootécnico e
respostas fisioldégicas, imunoldgicas, hematolégicas, assim como a

histomorfometria intestinal de juvenis de Pseudoplatystoma reticulatum,

2. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais do projeto foram aprovados pela
Comisséo de Etica do Uso de Animais — CEUA (UEMS) protocolo n° 014/2013.

2.1 Animais experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sanidade de Peixes da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Unidade Universitaria de
Aquidauana-MS. Os juvenis de cachara foram adquiridos de uma piscicultura
comercial, com peso 36,25 + 6,91 g (média e desvio padrdo) e comprimento
total de 19,32 + 1,33 cm (média e desvio padréo). Os peixes foram distribuidos
em caixas d’agua de polietileno com volume util de 80L, fluxo de &agua e

aeracao continua e passaram por periodo de adaptacédo de 10 dias.

2.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em 20 tanques (unidades experimentais),
com volume Uultil de 80L. Adotou-se um delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 5 repeticbes e 14 peixes por
unidade experimental. As racdes experimentais consistiram de racdo comercial:
sem suplementacdo de aditivos (controle), suplementada com probiotico
Bacillus subtilis (20g/kg), suplementada com prebiético inulina (5g/kg) e
suplementada com simbiético Bacillus subtilis (20g/kg) + inulina (5g/kg). Os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia a 5% da biomassa, durante 60

dias.
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A biometria para a obtenc&o de peso e comprimento de todos 0s peixes
foi realizada antes de iniciar o experimento e ap6s 32 e 60 dias de
suplementacao na dieta.

Aos 32 dias, dois peixes de cada unidade experimental foram
amostrados para hematologia, o sangue colhido da veia caudal realizou as
andlises das variaveis fisiologicas (glicose), imunoldgicas (atividade respiratéria
de leucdcitos) e hematolégicas (hemoglobina, hematdcrito, eritrocitos,
contagem diferencial e total)) os mesmos foram amostrados para a
histomorfometria intestinal, restando em cada unidade experimental doze
peixes.

Apos 60 dias de suplementacdo dois peixes por repeticdo foram
amostrados para colheita sanguinea (tempo inicial), para avaliacdo dos
parametros fisiolégicos acrescido do cortisol, imunologicos e hematol6gicos
descritos acima. Em seguida dois peixes por unidade experimental foram
agrupados por tratamentos para coleta de material para analise da microbiota
intestinal.

Com os peixes restantes (n=8 por unidade experimental), foi realizado o
desafio bacteriano com inoculacdo intraperitoneal da bactéria Aeromonas
hydrophila. Foram amostrados dois peixes, por repeticdo, nos tempos de 3
horas e 6 horas. ApoOs inoculacédo da bactéria para determinacdo dos mesmos
parametros.

Para os dados das andlises sanguineas adotou-se um DIC em fatorial
com 4 tratamentos e 3 tempos.

Os peixes inoculados pela bactéria e amostrados para colheita
sanguinea permaneceram no laboratério alojados em caixas d'agua para

acompanhamento da taxa de sobrevivéncia.

2.3 Dietas experimentais

Foram utilizadas 4 dietas experimentais para juvenis de cachara.

Para preparacdo das dietas experimentais foi utilizada racdo comercial
Douramix®- Revolution Alevino (Tabela 1) suplementada com dois aditivos e a
combinacéo deles. Os aditivos utilizados foram o probidtico comercial Bacillus

subtilis (1 x 10° UFC/g) e o prebiético comercial inulina.
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O probiético foi doado pela empresa Uniquimica, o CALSPORIN®10 é
um produto baseado em esporos vidveis de uma cepa de organismos
geneticamente modificado, isolado originalmente do solo.

A inulina foi doada pela empresa Nuscience Nutrientes do Brasil o
produto é composto por 92% inulina, 8% frutose, glicose e sacarose e 0,2
cinzas.

A racéo foi triturada em triturador (Trapp 650), para cada quilo de racéo
foram adicionados 2 % de O6leo de soja e agua morna para ajudar na
incorporacdo dos aditivos e na formacdo dos peletes. Apés a adicdo dos
suplementos os ingredientes foram misturados e processados em maquina de
moer carne para a formacdo dos peletes, em seguida a racdo foi seca em
estufa com ventilacdo de ar forcada por 18h em temperatura de 45°C, e
refrigeradas.

Os niveis de garantia da racdo comercial esta apresentada na (Tabela
1). Para a verificagdo da composi¢cao quimica da racao foi realizada a anélise
bromatoldgicas das racfes experimentas (Tabela 2) seguindo a metodologia
descrita por Silva e Queiroz (2002). As ragcOes experimentais foram analisadas

para microbiologia para a veriguacao do probiético (Tabela 3).

Tabela 1. Niveis de garantia da ragdo Douramix — Revolution Alevino, segundo

o fabricante

Composicao g.kg * de dieta
Proteina Bruta (min) 400,00
Calcio (max/min) 35,00 e 25,00
Umidade (max) 120,00
Extrato etéreo (min) 110,00
Material mineral (max) 140,00
Matéria Fibrosa (max) 25,00

Vitaminas e Minerais: Fésforo (min.) 20,00 g/kg; Magnésio (Max) 0,00 mg/kg; Vitamina A (min.)
9.000,00 Ul/kg; Vitamina D3 (min.) 4.500,00 Ul/kg; Vitamina E (min.) 180,00 Ul/kg; Vitamina B2
(min.) 24,00 mg/kg; Vitamina B1 (min.) 15,00 mg/kg; Vitamina C (min.) 350,0000 mg/kg;
Niacina (min.) 45,00 mg/kg; Vitamina K (min.) 6,00 mg/kg; Biotina (min.) 1,20 mg/kg; Acido
Folico (min.) 240 mg/kg; Vitamina B12 (min.) 30,00 mcg/kg; Colina (min.) 800,00 mg/kg;
Manganés (min.) 15,00 mg/kg; Zinco (min.) 180,00 mg/kg; Ferro (min.) 120,00 mg/kg; Calcio
(min.) 25,00 g/kg; Cobre (min.) 9, mg/kg; Cobalto (min.) 0,30 mg/kg; lodo (min.) 3,00 mg/kg;
Selénio (min.) 0,60 mg/kg; Sodio (min.)1.950,00 mg/kg
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Tabela 2. Composicdo bromatoldgica das dietas experimentais

Composicéo
) Estrato
Tratamentos Proteina Umidade _ )
Cinzas etéreo FDN (g) FDA ()
(%) (%)

(%)
Controle 39,34 12,61 14,73 11,04 49,91 8,36
B. subtilis 39,78 8,47 20,74 10,91 36,35 11,41
Inulina 42,17 9,99 14,98 11,54 48,28 9,33

Simbidtico 39,77 12,38 16,49 10,55 51,58 11,92

Andlise realizada no Laboratério de Quimica e Ruminantes/UEMS

Tabela 3. Composicdo microbioldgica das dietas experimentais

Contagem de Bacillus subtilis na racao

Amostra Total (g) Numero Logl0 Refer. Logl10 Refer.
Racao controle 50,03 0,00E+00 - 0,00E+00 -
Racao inullina 50,04 0,00E+00 - 0,00E+00 -

Racéo B. subtilis 50,15 1,90E+07 7,3 2,00E+07 7,3
Racao simbidtico 50,04 1,60E+07 7,3 2,00E+07 7,3

O B. subtilis foi recuperado nas amostras em concentragdes dentro do esperado, levando em
consideracgdo a incluséo do produto e a taxa de variacio de 20%.

2.4 Preparacdo da bactéria Aeromonas hydrophila e infeccéo
experimental

As cepas usadas para o desafio foram fornecidas pelo Laboratério de
Patologia de Organismos Aquaticos (LAPOA) do CAUNESP/Jaboticabal- SP.
Apos a desinfeccdo do meio de cultivo (BHI, agar), esterilizados em autoclave a
121°C durante 20 minutos, as cepas de A. hydrophila foram misturadas ao
mesmo e incubadas por 24 horas em estufa bacteriolégica a 27°C. ApoOs o

crescimento das colbnias da bactéria, foi realizado o procedimento de lavagem
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com PBS (tampéo fosfato esterilizado) em centrifuga a 4000g por 20 minutos
por 3 vezes.

Realizou-se a diluicdo da bactéria em 170 ml de PBS e leitura em
espectrofotdmetro (625 nm), a concentracéo estabelecida foi de 0,9 x 10° UFC.
Esse protocolo foi estabelecido em laboratorio.

Apébs os 60 dias de suplementacdo, o desafio bacteriano foi realizado
depois da coleta inicial, por meio da inoculacdo intrapeitoneal 1 ml da solucéo

contendo a bactéria.

2.5 Desempenho zootécnico

As biometrias foram realizadas apds 32 e 60 dias de suplementacéo.
Todos os peixes de todas as unidades experimentais apds passar por jejum de
24 horas, foram anestesiados com eugenol (50 mg.L™?), individualmente
avaliou-se o peso e o comprimento. Com os dados de peso e comprimento
foram calculados os indices zootécnicos: Ganho em peso (peso final — peso
inicial); Ganho em comprimento (comprimento final — comprimento inicial);
Converséao alimentar aparente (consumo de ragao/peso); Taxa de eficiéncia
proteica (ganho em peso / % de proteina bruta da racdo x 100); Taxa de
crescimento especifico foi determinada pela formula ((LN) PF — (LN) P1/ n° de
dias), em que LN é o logaritmos normal de do peso final e inicial.

O fator de condicéo de Fulton sera calculado pela férmula K= W/L® onde
W é o peso, L o comprimento e b é estimado pela equac¢édo da relagdo peso-
comprimento. A uniformidade dos peixes em cada unidade experimental, pela
adaptacao da equacédo proposta por Furuya et al. (1998): U = (N/NI), onde U=
uniformidade (%); N = nimero de animais no tanque; NI = numero total de
animais com peso ou comprimento 20% superior ou inferior & média do peso

vivo, em cada unidade experimental.

2.6 Colheita de sanguinea

Os peixes foram anestesiados em solucdo de eugenol (50 mg L-') e para
determinar os parametros fisiologicos usou-se o plasma. Para isso o sangue foi
colhido usando seringas e agulhas banhadas com anticoagulante glistab. Para
analises imunolégicas foi usado o anticoagulante heparina e para as analises

hematoldgicas o anticoagulante EDTA a 3 %.
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2.7 Andlises fisioldgicas
A glicose plasmatica foi determinada pelo método colorimétrico de ponto
final utilizando-se kit comercial (LABTEST®). E os niveis de cortisol plasmatico

foram determinados por meio do teste imunoenzimatico de ELISA

2.8 Anélises imunologicas

A atividade de leucdcitos foi determinada segundo metodologia descrita
por BILLER (2008). Este método consiste em determinar as espécies reativas
de oxigénio (EROs) produzidas pelo burst respiratério por meio de ensaio
colorimétrico baseado na reducdo do reagente nitroblue tetrazolium (NBT), que
da origem a precipitados de material insolivel com coloracdo azul escuro no
interior do fagocito, denominados granulos de formazan (KLEIN, 1990).
Utilizou-se 100 yL de sangue adicionado a 100 pL e nitroblue tetrazolium
(NBT), esta mistura foi homogeneizada e incubada por 30 min a 25°C. Apés o
periodo de incubacédo, 50 uL da mistura foi diluida em 1000 pyL (1 ml) de N, N-
dimetil formamida (DMF) e centrifugada a 3000g durante 5 min. A leitura das
amostras foi determinada por espectrofotometria em comprimento de onda de
540 nm.

2.9 Andlises hematolégicas

O hematdcrito (Ht) foi determiando pelo método de microhematdcrito de
Goldenfarb et al. (1971). Tubos microcapilares foram preenchidos com 75 %
do volume e uma das extremidades vedada com massa de modelar. Em
seguida foram centrifugados por 5 min a 1.200 rpm. Decorrido esse tempo, foi
realiazada a leitura dos microcapilares pela tabela de leitura de hematdcrito.

Os niveis de hemoglobina (Hb) foram determinados por espectrometria
segundo o método de cianometa-hemoglobina descrita por COLLIER (1944).
Para isso usou o kit Labtest, em um tubo falcon foi pipetado 2,5 ml da solugé&o
Drabkin e 10 puL de sangue e apoés centrifugacdo por 5 min a 2000 rpm foi
realizada a leitura em espectrofotometro a 540 mm.

A Contagem do numero de eritrcitos (Er) foi realizada em camara de

Neubauer apis a diluicdo do sangue em solucao de formol citrato (1:200).
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Extensbes sanguineas foram confeccionadas em duplicata de cada
animal, as laminas foram secas ao ar e coradas com May Grinwald-Giemsa-
Wright segundo (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004). A contagem diferencial
de leucdcitos (linfécitos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, células
granulociticas ou leucécito granular PAS (LG-PAS) e basdfilos) foi realizada em

microscopio optico (1000 X) com auxilo de contador diferencial digital.

2.10 Analise histomorfométrica

Apbs os 32 dias de suplementacdo dois exemplares de cada repeticdo
foram eutanasiados por aprofundamento anestésico em solucdo de eugenol
(50 mg L) e submetidos a uma incis&o longitudinal no ventre para a exposicéo
do 6rgdo. Uma porcdo de aproximadamente 3 cm de comprimento foi colhida
do intestino médio, cortadas longitudinalmente com tesoura microcirdrgica. As
porcoes foram deixadas em potes coletor, mergulhadas em formol 10 % por 24
horas e depois substituido por alcool 70%, permanecendo conservadas até o
momento dos proximos procedimentos. As confecces das laminas histologicas
foram realizadas no Laboratério de Histologia, CCBS- Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul/Campus Campo Grande.

As amostras foram processadas na rotina histolégica do laboratério
e foram submetidas a desidratacdo dos tecidos em varias concentracdes de
etanol, diafanizacdo em xilol e emblocadas em parafina. Por ato continuo,
foram realizados os cortes transversais semiseriados em micrétomo (ZEISS
HYRAX M 25) na espessura de 5um. Em seguida se fez a desparafinizacéo,
reidratacdo e coloracdo pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE), conforme
0 protocolo técnico. ApOs a preparacao das laminas, foi realizada as medidas
morfométricas, sendo 3 mensuracdes de cada variavel por animal, estabelecida
dentro de um padrao morfolégico.

As laminas histologicas foram foto documentadas com camera digital
Nikon (D3100), acoplada em microscopio 6tico (ZEISS-Primo Star), utilizando
aumento de 100 e 400 x. De posse das imagens, foi possivel mensurar as
variaveis (Figura 1). Para isso foi utilizado o programa Motic Images Plus 2,0
ML.



64

Figura 1. Fotomicrografia da mucosa intestinal de juvenis de cachara
Pseudoplatystoma reticulatum. Varidveis da histomorfometria intestinal: altura
total do vilo (1); altura do vilo (2), camada muscular (3); largura (4); espessura

do epitélio (5) e células caliciformes (6)

2.11 Analise estatistica

Os dados de desempenho e sangue apods 32 dias foram avaliados por
meio do teste Shapiro-Wilk, a variavel ganho em comprimento foi transformado
em tquadrado, apGs o teste de normalidade. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e quando observadas diferencas significativas
aplicava-se o teste de Tukey. A variavel hemoglobina foi submetida ao teste de
Kruskal-Wallis para constatar diferengas entre os tratamentos. Todos os testes
foram realizados pelo programa estatistico R.

Os dados coletados aos 60 dias passaram pelo teste Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade dos dados para testar a normalidade dos dados.
Posteriormente foi realizada a analise de variancia em esquema fatorial 4x3 (4
tratamentos x 3 tempos de coleta), o teste de Tukey foi realizado para
observar as diferencgas significativas e o desdobramento da interagcéo (quando

houve). Todos os testes foram realizados pelo programa estatistico R.

2.12 Qualidade da 4gua
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As caixas d’agua foram sifonadas para retirada das fezes e o resto de
racdo duas vezes por semana e o monitoramento da agua foi realizado duas
vezes ao dia (manha e a tarde). Os valores médio foram pH (6,7 + 0,42) e a
temperatura (26, 51 + 2,37) foram mensurados com o auxilio do phmetro water
proof family HANNA e o oxigénio dissolvido (5,68 £ 1,99) com o aparelho
HANNA HI 9146. Uma vez por semana foram monitorados a amonia e nitrito
com kit colorimétrico (Spectrophotometer de leitura direta DR2000 hach
company, Loveland, Colorado, USA)

Os valores encontrados de amodnia e nitrito se mantiveram dentro dos
niveis considerados ndo téxicos para os peixes. As variaveis de qualidade de
agua analisados apresentaram valores considerado adequados para a espécie
(FARIA et al., 2013).

3. RESULTADOS

Desempenho zootécnico

Nao houve diferenca significativa no desempenho apos 32 dias de
suplementacdo. O ganho em peso variou de 7,92 g nos peixes que receberam
inulina a 9,97 g para os peixes que receberam B. subtillis, esses valores
refletem respectivamente 35 e 37 % dos encontrados aos 60 dias.

Apés 60 dias de suplementacdo com as dietas contendo probiético,
prebibtico e simbético ndo foram observadas diferencas significativas para as

variaveis de desempenho zootécnico dos cacharas (Tabela 4).

Tabela 4. Desempenho zootécnico de cacharas alimentados com B. subitillis,

inulina, simbidtico e um grupo controle durante 60 dias (média + DP)

Controle B. subtillis Inulina Siimbidtico
GP (9) 23,71 +£2,38 26,00 +8,81 22,15+ 8,78 25,20 +£10,34
GC (cm) 1,06 £0,39  1,60+0,46 0,78+ 0,51 2,05+1,29
CA 2,27 +0,46 3,17+ 0,28 2,65+0,78 2,98 + 1,00
TEP 59,28 +5,90 64,97+22,02 55,37+21,96 62,99 + 25,85
TCE (%/dia) 3,87 +0,04 3,90+ 0,16 3,78 £ 0,10 3,94 £ 0,23

Ganho em peso (GP), ganho em comprimento (GC), conversdo alimentar aparente (CAA); taxa
de eficiéncia proteica (TEP) e taxa de crescimento especifico (TCE).
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Andlise fisiologica

A andlise do cortisol plastmatico foi realizada com 60 dias de
suplementacdo. Apds o desafio por A. hydrophila evidenciou-se que as dietas
suplementadas foram eficazes para mitigar os efeitos do estresse, promovendo
baixos niveis de cortisol plasmatico apos 6 horas do desafio em relacdo ao
grupo controle (figura 2).

A andlise do cortisol plasmético foi realizada apdés 60 dias de
suplementacdo. Avaliando a interagéo, os valores de cortisol aumentaram em
todos os tratamentos apos 6 horas do desafio, porém os peixes alimentados
com a dieta controle apresentaram valores significativos quando comparados
aos grupos B. subtilis e inulina (Figura 2).

A administracdo das dietas testadas durante 32 (Figura 3) nao
influenciou os niveis da glicose plasmatica (P > 0.05) dos juvenis de cachara.
Apoés 60 dias de suplementacdo ndo observamos interacdo (dietas e tempo de
coleta), porém 6 horas apés o desafio bacteriano o indice glicémico diminuiu (P
< 0.05) em relagao aos momentos O e 3 horas (Figura 4).
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Figura 2. Desdobramento da interacdo para cortisol de juvenis cachara
suplementados com B. subitillis, inulina, simbidtico e grupo controle durante 60
dias e desafiados. Letras minusculas reportam diferenca (P<0.05) entre os
tratamentos em cada tempo e letras maiusculas reportam diferenca (P < 0.05)

de cada tratamento em cada tempo pelo teste de Tukey (média + DP)
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Figura 3. Glicose de cachara suplementados com B. subitillis, Inulina,

simbidtico durante 32 dias (média + DP)
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Figura 4. Glicose de cachara suuplementados com B. subitillis, inulina,
simbidtico durante 60 dias e desafiados. Letras distintas reportam diferenca
(p<0.05) teste de Tukey (média + DP)
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Andlise imunoldgica
Atividade respiratorio dos leucocitos (ARL)

A atividade respiratoria dos leucocitos aos 32 dias ndo apresentou
diferenca significativa nos tratamentos analisados (Figura 5), porém apés 60
dias de suplementagdo houve interacdo (P < 0.05) nos tempos de coleta
(Figura 6). No tempo de 3 horas apds o desafio, o grupo que recebeu inulina
diferiu significativamente dos demais tratamentos, apresentando menor
producdo de espécies reativas de oxigénio. E no tempo de 6 horas apos o
desafio bacteriano, os valores das concentracdes da ART diminuiram
gradativamente em todos o0s tratamentos, entretanto os grupos inulina e

simbdtico foram significativamente iguais, se comparado como 0S grupos
controle e B. subtillis.
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Figua 5. Valores médios da atividade respiratéria dos leucocitos de cachara
Pseudoplatystoma reticulatum, alimentados com B. subitillis, inulina, simbidtico

e grupo controle durante 32 dias (média + DP)
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Figura 6. Desdobramento da interacdo para atividade respiratoria dos
leucdcitos de cacharas suplementados com B. subitillis, inulina, simbidtico
durante 60 dias e desafiados. Letras indicam diferencas (P<0.05) de cada

tratamento em cada tempo pelo teste de Tukey (média + DP)

Andlises hematoldgicas

No tempo de 32 dias ndo houve efeito dos tratamentos sobre todas as
variaveis analisadas (P > 0.05) (Tabela 5).

Ap6s 60 dias de suplementacéo a variavel hemoglobina foi influenciada
pela interacdo (Tabela 6). No tempo de 6 horas o tratamento B. subtilis foi
significativamente diferente dos outros tratamentos apresentando menores
concentracdes (Figura 7).

Em quase todos os tratamentos a concentracdo de hemoglobiana
reduziu ao longo do tempo apods desafio bacteriano. Apenas a inulina manteve-
se estavel. Os niveis de hemoglobina nos tratamentos controle e B. subitilis
diminuiram a coleta de 0 hora sendo estatisticamente diferente (P < 0.05). No

tratamento simbidtico o tempo de 6 horas apresentou menor (P < 0.05).
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Os valores médios de hematocrito foram diferentes nos tratamentos (P <
0.05). O grupo controle e B. subtilis foram significativamente iguais,
apresentando maiores concentracbes, porém B. subtilis ndo diferiu dos
tratamentos inulina e simbidtico. As médias das concentracbes de hematocrito
nos tempos de coleta apresentaram diferencas (P < 0.05) com menores valores
no tempo de 6 horas (Tabela 4).

A contagem diferencial dos leucdcitos apés 32 dias de suplementacéo,
nao apresentou diferenca significativa nos tratamentos testados (Tabela 7).
Posteriormente aos 60 dias (Tabela 6), pode-se observar aumento no nimero
de neutrofilos apdés 3 e 6 horas do desafio, sendo significativamente diferente
da coleta inicial (Figura 8). Ao contrario o numero de linfécitos reduziu apés a

inoculacao da bactéria (Figura 9).

Tabela 5. Variaveis de hematolgia de cacharas apo6s 32 dias de suplementacéo

com B. subitillis, inulina, simbioético (média + DP)

Tratamentos Hemoglobina (g/dl) Hematdcrito (%) Eritrocito
Controle 4,79+1,00 16,38+3,62 0,65+0,22
B. subtillis 3,96+0,81 16,33+4,20 0,94+0,75
Inulina 4,59+1,21 14,33+3,71 0,68+0,30

Simbidtico 4,21+0,41 15,38+5,04 0,70+0,33
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Tabela 6. Variaveis de hematolgia de cacharas apés suplementacdo com B.

subitillis, inulina, simbidtico durante 60 dias e desafiados (média)

Hemoglobina Hemat6crito  Neutrofilo  Linfécito

Fatores (g/dL) %

Tratamento

Controle 7,15 28,382 27,84 169,3

B, subtillis 6,22 20,44% 23,35 173,2

Inulina 7,19 18,81° 22,05 174,11

Simbidtico 6,40 18,62b 26,5 173,85

Tempo

0 hora 8,79 23,60° 16,75 180,65

3 horas 6,24 22,582 31,19 166,58

6 horas 4,96 10,36° 27,25 164,00

CV % 30,87 19,21 37,00 6,07
Valor de p

Tratamento 0,231577 0,027554 0,38414 0,60073

Tempo 0,000005 0,000000 0,00000 0,00001

Interacao 0,006595 0,073496 0,61881 0,67705

Letras minUsculas nas colunas indicam diferenca estatistica (P<0,05) pelo teste de Tukey
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Figura 7. Desdobramento da interagdo para hemoglobina de cacharas
suplementados com B. subitillis, inulina, simbi6tico durante 60 dias e
desafiados. Letras minusculas indicam diferencas (P<0.05) entre os
tratamentos em cada tempo e letras maiusculas indicam diferencas (P < 0.05)

de cada tratamento em cada tempo pelo teste de Tukey (média + DP)

Tabela 7. Contagem diferencial dos leucdcitos de cacharas suplementados por

30 dias com B. subtilis, inulina, simbiético (média = DP)

Tratamentos
Controle B. subtillis Inulina Simbidtico
Neutréfilo 25+ 16,44 8,28+9,59 13,77+10,52 12,1648,23
Linfocito 129 +£31,04 161+16,88 136+27,13 149+26,29
Mondcito 45,71+ 19,79 29,42+18,78 50,55+23,39  36,66+20,18
40 -
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Figura 8. Contagem de neutrofilos de cacharas suplementados com B. subitillis,
inulina, simbidtico durante 60 dias e desafiados .Letras distintas diferem entre

si pelo teste de Tukey (p<0.05) (média + DP)
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Figura 9. Contagem de linfécitos de cacharas suplementados com B. subitillis,

inulina, simbid6tico durante 60 dias e desafiados. Letras distintas diferem entre

si pelo teste de Tukey (p<0.05) (média + DP)

Histomorfometria intestinal

O grupo gque recebeu a dieta simbiotica diferiu (P < 0.05) dos demais
tratamentos apresentando menor numero de células caliciformes. As variaveis:
altura total, altura do vilo, largura do vilo, espessura do epitélio e camada

muscular ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 8).
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Tabela 8. Histomofometria intestinal de cacharas suplementados com B. subtillis, inulina e simbiético (média £ DP)

Altura total Altura do vilo Largura do vilo Epitélio Camada muscular Cel,caliciformes
Tratamento (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (um)
Controle 234,05+ 47,32 200,43+ 42,16 49,85+ 16,33 25,67+ 7,38 12,34+ 3,39 5,36+ 2,83%
B, subitillis 220,02+ 63,65 191,84+58,25 47,62+18,57 25,09+8,16 10,28+3,44 5,73+ 3,422
Inulina 219,01+48,75 186,47+40,59 45,62+13,02 24,46+ 5,89 11,71+7,21 6,1+3,10°
Simbidtico 231,79469,55 205,78460,30 53,31+14,50 26,54+5,54 13,43+6,93 2,04+0,92°

Médias seguidas de letras distintas diferem entre sim pelo teste de Tukey (p<0.05).
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4. DISCUSSAO

Desempenho zootécnico

Apesar de ndo apresentar diferenca significativa os grupos B. subtilis e
simbidtico apresentaram valores maiores entre 0s suplementados para as
variaveis de desempenho zootécnico (ganho em peso, ganho em comprimento,
TCE e TEP).

Dias et al. (2012) avaliaram doses de 5 e 10g de Bacillus subtillis por 84
dias na dieta de juvenis de matrinxd e ressaltaram melhor ganho de peso, taxa
de crescimento e conversao alimentar nos grupos que receberam probioético em
comparacao ao grupo que ndo recebeu. As bactérias do género Bacillus por
terem a capacidade de esporular torna-se mais vantajosas sobre as bactérias
acido lacticas, e sua capacidade de sobrevivéncia durante o transito estomacal
€ maior (HOA et al.,, 2000). Além disso sdo mais eficientes durante a
elaboracdo e armazenamento das racfes (GIL TURNES et al., 1999).

Melhor ganho em peso, taxa de crescimento especifico e conversao
foram apresentados por Haroum (2006) apds suplementar tilapia com
probidtico Biogen (doses de 0,5- 1,0- 1,2 e 2,0 %) durante 120 dias. Segundo
Bomba (2002), o probidtico influencia no desempenho de crescimento porque
melhora a digestibilidade do animal. E também atua inibindo a colonizagcéo de
patbgenos no trato digestério por competicdo de nutrientes ou espaco,
alterando o metabolismo microbiano (SUGITA TAKAHASHI & DEGUCHI 1992;
HOSHINO, 1997). A selecdo e comparacdo da cepa probidtica utilizada é de
suma importancia, pois 0os mecanismos de ac¢do, prevencdo de doencas e
melhora do desempenho do animal vai depender dela (SAULNIER at al., 2009).

Os cacharas submetidos apenas com a inulina apresentaram menores
valores no desempenho zootécnico, mas nao houve efeito estatistico. Existem
poucos estudos sobre a inulina na dieta de peixe e seu efeito pode variar entre
espécies de peixes estudadas, dosagens utilizadas e tempo de fornecimento.
Segundo Young (1998), os prebioticos agem favorecendo as bactérias
probioticas que sdo benéficas ao hospedeiro. Neste estudo € provavel que a
inulina ndo tenha tido efeito positivo no crescimento e no favorecimento de

bactérias benéficas do intestino.
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Fabregat (2006) ao testar o prebiotico flavored® na concentracdo de
0,05% em juvenis de tilapia por 84 dias, observou que ndo houve melhora no
desempenho zootécnico. O flavored utilizado é composto por bioflavonoides
citricos, mananoligossacarideos e beta-glucanas, acidos linoleico e oleico e os
acidos ascorbico e citrico. Resultado similar foi encontrado por Bur (2010) ao
testar os prebidticos GroBiotc®, inulina, mananoligossacarideos (MOS) e
galacto-oligossacarideos (GOS) na dieta do hibrido Striped Bass, nao
encontrando diferencas entre os tratamentos para ganho em peso, taxa de
crescimento especifico e taxa de eficiéncia proteica nas doses de 0,5 e 1% dos
produtos. Estes resultados sdo semelhantes aos resultados encontrados
desse trabalho.

Ortiz et al. (2012) avaliaram o desempenho da truta-arco-iris
alimentadas com inulina e fruto-oligossacarideos (FOS) por 7 semanas e
observaram maior peso corporal nesses animais em comparagdo ao grupo
controle. Recentemente, Tiengtam et al. (2015) também encontraram resultado
positivo no desempenho ao suplementar tilapia-do-Nilo com doses de 2,5 g
kg™ e 5.0 g kg™ de inulina.

Os suplementos que combinam probidticos e prebiéticos de forma que
haja um sinergismo sdo chamados de simbidticos, e seus efeitos benéficos
apresentam uma melhora no desempenho e na saude do animal (CEREZUELA
et al., 2011). Azevedo (2016) ao suplementar juvenis de tambaqui com
prebiotico (MOS), probibtico (Bacillis subtilis) e simbi6tico, observou um
aumento da biomassa final, ganho relativo e conversdo alimentar nos
tratamentos com probidtico e simbidtico em comparagao ao grupo controle.

Cerozi (2012) ressalta que para os autores poderem discutir seus
resultados, comparam diferentes cepas e diferentes espécies de peixes e/ou
animais, isso acaba dificultando a compreensdo de seu modo de acdo. Essa
dificuldade também foi encontrada nesse trabalho, principalmente para a

discusséao da dieta simbibtica.

Andlise fisiologica

Os indicadores de estresse mais utilizados em peixes sdo o cortisol
plasmatico (resposta primaria) e a glicose (resposta secundaria) (ROBERTSON
et al., 1987; BARTON, 2000).
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O aumento do cortisol apdés exposicdo a um fator estressante € uma
resposta ao estresse que envolve a liberacdo de corticosteroides (cortisol e
cortisona), entre outros (OBA et al., 2009). Observamos neste trabalho que os
niveis de cortisol aumentaram em todos os tratamentos em funcéo do tempo de
coleta, indicando um possivel estresse gerado pela inoculacdo da Aeromonas.
Porém os niveis de cortisol no tratamento controle foram significativamente
maiores que os encontrados nos tratamentos B. subtilis e inulina (Figura 2).

Os valores basais de cortisol de peixes em repouso, descrito por
Wedmemeyer et al. (1990), deve ser inferior a 40 ng/mL, esse valor de
referéncia coincide com os valores encontrados na coleta inicial desse trabalho.
Segundo Summers et al. (2005) quando os peixes encontram-se estressados
os valores de cortisol pode aumentar cerca de 4 vezes. Os niveis de cortisol
podem retornar aos valores basais em 24 horas, mas quando 0 peixes exposto
a estressores de modo continuo, o nivel de cortisol podem se manter elevado
por dias (PICKERING & PORTTINGER, 1989).

As alteracBes bioquimicas e fisioldgicas ocorridas apds a liberacdo de
catecolaminas e do cortisol sdo conhecidas como respostas primarias ao
estresse (OBA et al., 2009). Uma das fun¢Bes do cortisol durante o estresse é
suprir a demanda energética dos peixes, porém a liberacdo dos
corticosteroides deprime o sistema imunoldgico pela sua acéo anti-inflamatério,
que inibe o0 aumento da permeabilidade vascular e a migracao dos leucocitos
para a regido inflamada. O cortisol também inibe a fagocitose de macréfagos e
acelera a morte de leucocitos (MARTINS et al.,, 2004). O cortisol em longo
prazo supre a demanda de energia pela gliconeogénese e estimula a hidrélise
das reservas de glicogénio no figado, aumentando os niveis de glicose no
sangue (WENDELARR BONGA, 1997; URBINATI & CARNEIRO, 2004). Deste
trabalho os niveis de glicose ndo aumentaram.

Segundo Morgan e Iwana (1997) os peixes utilizam a glicose como
principal fonte de energia, podendo ser um indicador de situagdes adversas Os
valores de glicose encontrados na coleta de 32 dias nos juvenis de cacharas
oscilaram de 89,72 a 93,12 mg dL™. Apesar da variacdo aos 32 dias, os niveis
de glicose estdo dentro da faixa recomentada de 40 a 120 mg dL™, essa
variagdo acontece se 0 peixe sofrer algum estresse decorrentes de manejo
(URBINATI & CARNEIRO, 2004; CARNEIRO & UBINATI, 2002). Aos 60 dias
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observou-se menores concentragcdes de glicose variando de 28,32 a 32,64 mg
dL?, diminuindo ap6s o desafio em funcdo do tempo de coleta independente do
tratamento

Valores semelhantes a esse foram encontrados por Nunes (2013) apos
inoculacdo com Saccharomyces cerevisae em juvenis de Pseudoplatystoma
spp. nos tempos de 1, 2 e 3 horas. Fagundes & Urbinati (2008) registraram
menores valores glicémicos em pintados ap0s serem estressados durante o
transporte. Segundo Baglioli (2008) a reducédo dos niveis de glicémicos pode

ser em funcdo da deple¢do das reservas energéticas.

Andlise imunologica

A atividade respiratoria dos leucécitos é uma caracteristica do sistema
imune inato, responséavel pelas respostas inflamatoérias nos peixes, € o primeiro
mecanismo de defesa contra patdgenos. E € medido pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a explosdo respiratoria dos
leucdcitos, em que ha maior consumo de oxigénio NADPH oxidase, decorrente
da reducdo do oxigénio em anion superoxido. Esses processos levam a
fagocitose dos patdégenos (NEUMANN et al., 2000a; BILLER-TAKAHASHI et
al., 2013).

O crescimento de espécies reativas de oxigénio resulta no aumento da
capacidade de fagocitose das células de defesa como os macréfagos,
granulécitos e fagocitos, ativando o sistema imune (SAKAI, 1999; SAURABH;
SAHOO, 2008). Quando a capacidade do sistema imune diminui € sinal que o
animal encontra-se estressado, esse estresse gera altera¢cfes fisiologicas no
organismo que resulta na depressao do sistema imune (FIGUEIREDO & LEAL,
2008).

Diante disso, a reducdo da atividade respiratéria de leucdcitos — burst
oxidativo, esté fortemente ligada a condi¢cbes de estresse como infeccdo com
bactéria, densidade de estocagem e manejo dos peixes, podendo causar a
baixa atividade do sistema imune, reduzindo o numero de leucocitos
(WEENDELAR-BONGA, 1997). Segundo Lamas et al. (1994), uma das
hipoteses para esta redugdo é porque os leucoOcitos migram para o local da

inflamacgé&o.
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Os tratamentos inulina apdés 3 e 6 horas e simbiotico apds 6 horas da
inoculagéo, reduziram significativamente a atividade respiratoria dos leucocitos
e portanto reduziu a capacidade fagocitica, que € o mecanismo de destruicédo
de patégenos. Zanuzzo et al. (2017) apOs testarem Aloe vera nas
concentracOes de 5, 10 e 20 g kg-1 na dieta de juvenis de pacu, observaram
gue o grupo controle apos o transporte e infeccao por A. hydrophila, reduziram
o numero de EROs em relacdo a coleta inicial, concluindo assim que a A. vera
teve efeito protetor.

O aumento da atividade respiratoria dos leucocitos foi observado por
Cerezuela (2012) ao suplementar Dourada (Sparus aurata L.) com inulina (10 g
kg-') ap6s duas semanas de tratamento, porém ao testar a inulina com Bacillus
subtilis o autor mostrou um bloqueio no efeito da atividade quando
administrado em conjunto, sugerindo que existem moléculas sinalizadoras que
interferem e evitam a estimulacdo do burst. O tempo de suplementacao
também pode interferir na atividade respiratéria dos leucécitos, segundo
Yoshida et al. (1995) apds suplementar Claris gariepinus com glucano por 45
dias, observou que esse parametro diminuiu comparado ao inicio da

suplementagao.

Analises hematologicas

O estudo da hematologia de peixes € importante, pois colabora para a
compreensdao da fisiologia comparativa, relacdo filogenética, condicdes
alimentares e outros parametros ecoldgicos (LARSSON et al., 1976). As
variaveis hemoglobina e hematdcrito tiveram seus valores reduzidos apés o
desafio bacteriano, e essa reduc¢éao foi dependente do tempo de coleta.

A interacdo tempo de coleta e tratamento, mostrou reducdo das
concentracdes de hemoglobina em fungcédo da infeccdo bacteriana, nos peixes
submetidos as dietas controle e B. subtilis apés 3 horas de desafio, o grupo
simbidtico o tempo 3 horas apoés a infeccédo foi estatisticamente igual o tempo 0
hora e igual o tempo 6 horas. A reducdo da hemoglobina é indicativo da
capacidade de transporte de oxigénio dos peixes. Neste trabalho as
concentracbes hemoglobina estdo dentro da faixa de 5 a 10 g/dl citada por

Weiss et al. (2010) para peixes. Nos hibridos do género Pseudoplatystoma
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Tavares Dias et al. (2009) encontraram concentracdes de hemoglobina entre
5,2 a 6,2 g/dl mostrando valores mais baixos para esse grupo.

Os valores de hematdcrito aos 32 e 60 variaram de 14,33 % a 28,38. De
acordo com Padua et al. (2009) os valores de referéncia de hematdcrito para
surubins hibridos (Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans) € de 32 % a
41%. ApoOs inoculagdo da bactéria nos cacharas os valores de hematdcritos
reduziram. A diminuicdo do numero de hematocrito no sangue pode ser
indicativo de infeccdo bacteriana e anemia e os valores de hematdcrito podem
mudar quando o animal encontra-se estressado, pois aumenta a atividade
eritropoiética do bago e do rim. (VOSYLIENE, 1999; MARTINS et al., 2004).
De acordo com Tavares & Moraes (2004), o estresse ocasiona hemodiluicdo
gue € a reducéao nos valores do hematdcrito.

BARCELLOS et al. (2004), ao analisar juvenis de jundid submetidos a
estresse agudo e crbnico, registraram diminuicdo nos valores de hematocrito.
Uma das respostas para a reducdo dos niveis de hematdécrito é a ocorréncia de
hemodiluicdo no sangue do animal, ocasionada por distdrbios na regulacao
osmotica no sangue (TAVARES-DIAS E MORAES 2004). Em funcédo das
respostas a estimulos estressores, a infec¢cdo da bactéria pode ter irradiado
esses disturbios. Biller (2008), apds suplementar pacu com 1,3 B-glucano
desafiados com Aeromonas, observou diminui¢cdo nos valores de hematdcrito e
relatou que essa diminuicdo pode ter ocorrido por conta da hemorragia
causada pela a bactéria.

As células da série branca identificadas nesse trabalho foram os
neutroéfilos, mondcitos e linfocitos. Apos 60 dias de suplementacdo o numero de
linfécitos reduziu apés o desafio. Os linfécitos sdo as células mais observadas
na contagem diferencial dos leucdcitos. Segundo Barcellos et al. (2004) os
linfécitos s@o sensiveis a presenca de cortisol, por isso 0 numero de linfocitos
reduz quando os niveis de cortisol aumenta. Corroborando com o0s resultados
do presente trabalho, os autores também registraram aumento do niamero de
netréfilos e reducédo de linfocitos apds estudar junvenis de jundia expostos a

estresse agudo e cronico.

Histomorfometria intestinal



82

Umas das fun¢Bes do epitélio intestinal € a protecdo. O epitélio intestinal
tem a capacidade de barrar substancias indesejaveis como microorganismos e
toxinas presentes no lumen intestinal que atravessem a mucosa e atinjem
tecidos e orgdos. A camada de muco produzido pelas células caliciformes
recobre as células intestinais, preservando a integridade da mucosa intestinal
(UNI, 2006).

A variavel células caliciformes apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Os peixes que receberam a dieta simbiotica teve menor numero
de células. As células caliciformes sd@o responsaveis pela producdo de muco
gue protegem e lubrificam o revestimento do intestino, dificultando a adesao de
microrganismos patogénicos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; NOGA, 1995).
O aumento no numero de células caliciformes pode ser indicativo de um
processo de agressao causado por infeccdo ou outros fatores (SCHWARZ et
al., 2011).

Trabalhos com suplementacédo de probiotico e prebidtico corroboram a
importancia das células caliciformes na salude dos animais. Mello et al. (2013)
apos alimentarem juvenis de tilapias com dietas contendo probiéticos Bacillus
cereus e Bacillus subtilis como, apresentaram maior numero de células
caliciformes no epitélio intestinal. Entretanto, Schwarz et al., 2011 nao
encontraram diferenca significativa no namero de células caliciformes em
larvas desta mesma espécie, quando alimentadas com dietas contendo
mananoligossacarideo (MOS).

Foi obeseravdo por Mack et al. (1999) que os probiéticos Lactobacillus
sp. aumentam a regulacdo dos genes de células caliciformes da mucosa
intestinal. E que o efeito desses probidticos induz a ativacdo e a secrecédo do
muco intestinal e consequentemente as bactérias patdgenas perdem a
aderéncia ao muco dificultando sua colonizagdo (WARKE, 2009). Quando
algum microrganismo ndo benéfico entra em contato com o intestino, interfere
no equilibrio e consequentemente na renovagao celular podendo modificar as
vilosidades (PELICANO et al. 2003).

O desenvolvimento e a integridade da mucosa intestinal esta relacionada
ao numero de enteréticos, células enteroenddcrinas e caliciformes, que
consequentemente corresponde ao aumento na altura e densidade dos vilos,
assim maior absorcdo de nutrientes (MAIORKA et al., 2002; GARCIA, 2008;
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MELO et al., 2013). Diante disso, os resultados da histomorfometria intestinal
correspondem com os resultados de desempenho zootécnico, como nao houve
aumento na altura dos vilos, ndo houve maior absorcdo de nutrientes e,
portanto o desempenho néo foi melhorado.

Outros trabalhos com efeitos benéficos do uso de probidticos e
prebidticos sob a histomormetria e mucosa intestinal em diferentes espécies de
peixes foram descritas por alguns autores: Carvalho et al. (2011) com
mananoligossacarideo.; Azevedo et al. (2016) com mananoligossacardédeo e
Bacillus subtilis em Trichogaster leeri.

A manutencdo e renovacdo celular no intestino tem que estar em
equilibrio para que seja constante, pois € o que mantem a integridade epitelial,
funcionamento digestivo e a capacidade de absorcdo e aproveitamento dos
nutrientes (SPRING; PRIVULESKU, 1998; DIMITROGLOU et al.,, 2010). Os
resultados contraditérios sobre a eficiéncia do uso de probiotico, prebiotico e
simbidticos podem estar ligadas a essas interferéncias. Ferreira et al. (2014) ao
adicionarem Bacillus spp. na racdo (1,0 g/kg) e na é&gua (20 mg/L) de
tambaquis, ndo observaram melhoras na altura e comprimento das vilosidades.
Segundo outros autores a manutengao do uso de probi6tico no trato intestinal &
um fator limitante, pois o animal necessita de oferta continua e altas
concentracfes do produto para se obter efeito positivo.

A andlise da microbiota intestinal ajudara a concluir os efeitos das dietas

no intestino dos juvenis de cacharas.

7. CONCLUSAO
A suplementagdo com Bacillus subtilis, inulina e simbiotico na dieta de
juvenis de cachara inibiu o aumento do cortisol plasmético, uma resposta

fisiolégica ao estresse.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Como uma saida para a diminuicdo do uso de antibioticos se faz o0 uso
de alimentos funcionais Esses alimentos incorporados na dieta alimentar de
peixes proporcionan o consumo de nutrientes essenciais que beneficiam o
desempenho produtico, estimulam o sistema imunolégico e produzem
substancias que impedem a proliferacdo de agentes oportunistas.

O uso do probidtico Bacillus subtilis, prebidtico inulina e a combinacédo
simbidtica na dieta de juvenis de cachara inibiu 0 aumento do cortisol
plasmético, minimizando o efeito de estresse. A resposta ao estresse é um
mecanismo que permite ao peixe preservar sua saude frente a ameaca de
estressores e tem papel preponderante na inibicao do desempenho reprodutivo
de peixes desencadeado por estresse.

Estudos sobre a utilizacdo desses produtos em peixes apresentam
muitas vezes resultados controversos, com diferentes respostas. Nesse estudo
a concentracao da bactéria Aeromonas hydrophila utilizado no desafio para dar
um “start” no sistema fisiolégico dos peixes, foi letal para eles, apos 24 horas

todos os peixes, independente do tratamento morreram. A concentracéo
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utilizada da A. hydrophila esta de acordo com o protocolo que utilizamos no
laboratério para outros experimentos, mas a cepa utilizada continha uma alta
taxa de viruléncia, prejudicando o sistema fisioldgico dos peixes em poucas
horas, comprometendo as respostas dos efeitos dos imunoestinulantes
utilizados.

As diferentes espécies de peixes, doses testadas e tempo de
fornecimento do suplemento, também podem causar divergéncias de

resultados, diante disso a necessidade de mais estudos com esses aditivos.
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given here.

Formats Regardless of the application used, when your electronic artwork is
finalized, please 'save as' or convert the images to one of the following formats
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(note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or
save the text as 'graphics'. TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs
(halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line
drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG): Combinations bitmapped
line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
the resolution is too low.

» Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork Please make sure that artwork files are in an acceptable format
(TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct
resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color
figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will
appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version.
For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your
preference for color: in print or online only. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Figure captions Ensure that each illustration has a caption. A caption should
comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration.
Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.

Tables Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be
placed either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at
the end. Number tables consecutively in accordance with their appearance in
the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use
of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

References

Citation in text Please ensure that every reference cited in the text is also
present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the
abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
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communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has
been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references
can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading
if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue Please ensure that the words 'this issue' are
added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles
in the same Special Issue. Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all
products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley and
Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from these
products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for
this journal, please follow the format of the sample references and citations as
shown in this Guide. Users of Mendeley Desktop can easily install the reference
style for this journal by clicking the following link: http://open.mendeley.com/use-
citation-style/fish-and-shellfish-immunology When preparing your manuscript,
you will then be able to select this style using the Mendeley plugins for Microsoft
Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission.
References can be in any style or format as long as the style is consistent.
Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article
title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination must
be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the
journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to
correct. If you do wish to format the references yourself they should be
arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text.
The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always
be given. Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained
a different result ...."
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List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order
in which they appear in the text. Examples: Reference to a journal publication:
[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59. Reference to a book: [2] W. Strunk
Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book: AUTHOR INFORMATION PACK 1
Nov 2016 www.elsevier.com/locate/fsi 11 [3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to
prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.),
Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-
304. Reference to a website: [4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports
for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13.03.03).



