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RESUMO

O objetivo deste projeto foi avaliar a influéncia do probidtico composto de Bacillus subtillis no
desenvolvimento produtivo, hematologia e migracdo de macréfagos de matrinxa, Brycon
amazonicus, nas fases de desenvolvimento (reproducao, larva e engorda). O experimento foi
dividido em trés etapas: 1) Reproducao: dois grupos de matrizes foram alimentadas durante
oito meses, constituindo o T4 (controle - sem adigéao de probiético) e T, (10 g de probidtico.kg
! de racdo). No periodo reprodutivo, 10 fémeas e 10 machos de cada tratamento foram
selecionados para reproducado induzida. Para as analises hematoldgicas, utilizaram-se 20
peixes, que foram anestesiados e retiradas aliquotas de sangue por puncéao do vaso caudal.
Outros 10 matrinxas foram utilizados para a avaliacao da atividade fagocitica dos macréfagos
e também para as andlises de lipidios. Os resultados mostraram que as matrizes que
receberam a dieta suplementada com probiético apresentaram aumento do numero de
ovécitos e, consequentemente, nas taxas de fertilizacdo e eclosao das larvas e significativo
aumento da atividade fagocitica dos magréfagos, indicando melhora no sistema imune dos
reprodutores. Os parametros hematoldgicos sofreram alteracées quando comparados com o
momento zero e os valores de cortisol e glicose foram mais elevados em fémeas. Os valores
de lipidios totais em musculo e figado foram inferiores nos peixes que receberam alimentacéo
suplementada com probidtico; 2) Larvicultura: esta fase foi constituida de seis tratamentos,
T4 - controle (sem adicao de probidtico), T, - 2,5 g de probibtico, T3 - 5,0 g de probidtico, T4 -
7,5 g de probidtico, Ts - 10,0 g de probidtico e Tg - 12,5 g de probidtico. As doses utilizadas
foram adicionadas por litro de cultivo de Artemia salina, que serviram como
bioencapsuladores do probidtico, 4h antes da alimentagao das larvas. Apds o periodo de sete
dias, as larvas comecaram a se alimentar de racao comercial farelada (40%PB) e o probidtico
foi adicionado nas mesmas doses na racdo. Os resultados mostram heterogeneidade em
relagdo ao crescimento entre os tratamentos, aumentando o canibalismo, indicando que na

fase larval a utilizag&o de probidtico ndo influenciou o desempenho e crescimento dos peixes;



3) Engorda: O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 3 tratamentos
(controle, 5 e 10 g kg™') com quatro réplicas simultaneas. Foram calculados o ganho em peso
(GP), conversao alimentar aparente (CAA), taxa de crescimento especifico (TCE), biomassa
final (BF) e também analisados o extrato etéreo (EE) do figado e musculo e a composigao
centesimal do peixe inteiro. Os resultados mostraram que os animais do controle (T1)
apresentaram, a partir da 22 biometria, médias de peso inferiores o que foi mantido até o final
do experimento. Os peixes dos tratamentos que receberam o probibtico apresentaram-se
7,17 e 9,77% maior no peso final em relagdo ao tratamento controle, respectivamente para 5
e 10g de probiético kg™ de racdo. O EE do musculo dos peixes alimentados com probiético
apresentou ligeira diminuicdo aos 42 dias de alimentacdo, quando comparado com o
controle. Aos 84 dias de experimento, o tratamento de 5g de probidtico mostrou aumento na
porcentagem de EE e nos peixes do tratamento de 10g diminuicao nos valores. O probidtico
Bacillus subtilis suplementado na dieta de matrinxa promove aumento no ganho de peso e
consequentemente na TCE e melhora na CAA. A dose de 10g de probidtico por quilo de
racao reduz a deposicéo de lipidios no musculo. Os resultados mostraram que o probidtico
alterou os parametros hematologicos, o cortisol e glicose e melhorou a atividade fagocitica

dos macréfagos.

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the influence of the probiotic Bacillus subtilis in the
growth performance, hematology and macrophage migration of matrinxd, Brycon
amazonicus at different stages (breeding, larval and growth). The experiment was
presented in three stages: 1) Reproduction: two groups of breeders were fed during 8
months: T1 (control — without probiotic) and T2 (10 g probiotic kg™ ration). During the
reproductive period, 20 animals (10 females and 10 males) from each treatment, were

selected and induced for breeding whit crude carp pituitary extract. For hematological



analysis, 20 fish were used, anesthetized and aliquots of blood was withdrawn by caudal
vessel punction. Another 10 fish were used to evaluate the phagocytic’s activity
macrophages and for lipid’s analysis. The results showed that the breeders, who received
the supplemented diet, showed a slight increase in the number of oocytes and,
consequently, the fertilization and hatching rates of larvae, a significant increase in
macrophage’s phagocyte activity, indicating an improvement in the immune system of the
breeding. Hematological parameters unchanged when compared with the zero time and
the values of cortisol and glucose were higher in females. The values of total lipids in
muscle and liver were lower in fish fed with probiotic supplementation, 2) Hatchery: this
phase consisted of 6 treatments, T1 - control (without probiotic), T2 - 2.5 g of probiotic T3 -
5.0 g of probiotic, T4 - 7.5 g of probiotic, TS5 - 10.0 g of probiotic and T6 - 12.5 g of
probiotic. The doses used were added per liter of Artemia salina culture, used as
bioencapsulated probiotic, 4 h before the larvae feeding. After seven days, the larvae began
to be fed on commercial feed (40% CP) and the probiotic was added at the same doses in
the diet. The results showed heterogeneity into growth, increasing cannibalism, indicating
that this process in the larval stage did not influence the performance and growth of fish, 3)
Growth: 2 doses were used. The experimental design was completely randomized with
three treatments (control, 5 and 10 g kg™') with four simultaneously replicates. Weight gain
(WG@G), feed conversion ratio (FCR), specific growth rate (SGR), final biomass (FB) were
calculated and were analyzed ether extract (EE) of the liver, muscle and composition of
whole fish. The results showed that animals from the control group (T1) showed, from the
2nd biometrics, below the average weight that was maintained until the end of the
experiment. The fish in treatments that received the probiotic had to 7.17 and 9.77%
higher final weight compared to control treatment, respectively for 5 and 10 g kg'. EE
muscles of fish fed probiotic showed slight decrease in their percentage to 42 days of

feeding, compared with the control. At 84 days of experiment compared with the control



treatment of 5g of probiotic it could be observed an increase in the percentage of EE and a
decrease for 10g. The probiotic Bacillus subtilis in supplemented diet promotes an
increase in weight gain and hence improves the SGR and the CAA. A 10g dose of
probiotic per kg of diet reduces lipid deposition in muscle in matrinxa. The results showed
that probiotics alter the hematological parameters, cortisol and glucose and improved the

phagocytic activity of macrophages.



1- INTRODUCAO



A aquicultura, em franco desenvolvimento, vem se impondo como atividade
pecuaria, embora ainda seja considerada por muitos como apéndice do setor pesqueiro
(Scorvo Filho, 2006). A piscicultura vem contribuindo cada vez mais na oferta de
proteina para consumo humano. Dentre as inUmeras espécies de peixes nativos tropicais,
o matrinxd vem destacando-se por apresentar perfil adequado para criagdo em cativeiro
(Zaniboni-Filho e Barbosa, 1996).

O género Brycon, pertencente a familia Characidae, € considerado um dos mais
numerosos géneros de caraciformes neotropicais, contando mais de 60 espécies
nominais, das quais, aproximadamente 40 distribuem-se pela América Central e do Sul
(Howes, 1982).

O matrinxa, Brycon amazonicus € uma espécie de peixe nativa da bacia amazbnica que
tem despertado interesse entre pesquisadores e piscicultores do Brasil (Izel et al., 2004). Esta
espécie possui denticao forte, carne saborosa, podendo atingir até 50 cm de comprimento.
Geralmente apresentam coloracdo olivacea-dourada e as nadadeiras caudal e anal
avermelhadas (Romagosa et al., 2001).

A importdncia do B. amazonicus para a Amazbnia Ocidental relaciona-se,
principalmente, com o volume de desembarque e comercializagdo no mercado
consumidor de Manaus (Merona e Bittencourt, 1988). Outro ponto de destaque esta
relacionado a facilidade de criagdo em ambientes artificiais, pois possuem habito
alimentar onivoro, alimentando-se na natureza de frutos, sementes, flores, restos
vegetais, plantas herbaceas, insetos, restos de peixes, entre outros. (Pizango-Paima,
2001) e, em cativeiro, aceita ragdes extrusadas e peletizadas, bem como, subprodutos
agroindustriais (Izel et al., 2004).

Reimer (1982) constatou que o matrinxd apresenta capacidade de adaptar seu
metabolismo ao tipo de nutriente presente nas dietas, aumentando a atividade das enzimas

digestivas em funcdo do substrato de alimento ofertado (proteina, carboidrato ou gordura).



Devido a esta caracteristica, 0 matrinxad pode aproveitar eficientemente esses nutrientes como
fonte de energia para realizar suas fun¢des bioldgicas.

Determinados tipos de alimentos tém efeito benéfico sobre a saude do hospedeiro tal
como os alimentos denominados funcionais e seus componentes responsaveis por esse
efeito. S&o considerados alimentos funcionais aqueles que fornecem a nutricdo basica e a
melhora da saude por meio de mecanismos ndo previstos pela nutricdo convencional,
devendo ser salientado, que esses efeitos restringem-se a melhora da saude e néo a cura
de doencas (Sanders, 1998). Entretanto, o uso desses alimentos na nutricao animal tornou-
se intenso apenas nos ultimos anos (Oliveira et al., 2002)

A producao de alimentos de origem animal, com o propdsito de baixar os custos
para o consumidor, tem levado os pesquisadores a estudarem diversos tipos e/ou
melhores combinagdes de nutrientes conhecidos e de novas substancias quimicas, com o
objetivo de aumentar a eficiéncia alimentar e a taxa de crescimento, um exemplo disso

séo os probidticos (Castro, 2003).

1.1 Revisao de Literatura
1.1.1 - Probiético

Para Fuller (1989) o conceito de probidtico sdo suplementos alimentares compostos
de microrganismos vivos que beneficiam a saude do hospedeiro por meio do equilibrio da
microbiota intestinal. Schrezenmeir e De Vrese (2001) consideraram que o termo
probidtico deveria ser usado para designar preparagdes ou produtos que contém
microrganismos viaveis definidos e em quantidade adequada que alteram, por
colonizagdo, a microbiota propria das mucosas do sistema do hospedeiro, produzindo
efeitos benéficos em sua saude.

Os probidticos, em sua maioria sdo produtos preparados com Lactobaccillus

acidophillus, Streptococcus faecium, Bacillus subtilis e em alguns casos leveduras (Guzman,



1992). Verschuere et al. (2000) propos a definicdo de que probibticos sdo: organismos
vivos adjuntos que tem efeito benéfico sobre o hospedeiros, pela modificacdo do
hospedeiro associado ou comunidade microbial do ambiente, assegurando o aumento do
uso alimentar ou valor nutricional, aumentando a resposta do hospedeiro sobre a doenca,
ou pelo aumento da qualidade do ambiente prevendo também a interacdo do animal com
0 seu ambiente e ampliando a aplicabilidade do conceito na aquicultura. Para elaborar a
definicdo de probidticos para organismos aquaticos esses autores necessitaram incluir os
beneficios causados pelos organismos que interagem com o ambiente.

O mecanismo de acao dos probidticos ocorre pela exclusao competitiva (Ozawa et al.,
1978), competicdo por locais de adesdo no aparelho digestivo (Watkins e Miller, 1983),
estimulo da imunidade (Inooka et al., 1986), por maior producéo de acido latico (Fuller, 1977),
diminuicdo da produgéo de aminas téxicas, aumento da disponibilidade de aminoacidos nos
locais de absor¢do (Kozasa, 1989), economia de energia € aumento da disponibilidade de
vitaminas e enzimas (Fuller, 1989). A acédo benéfica do uso de probidticos ocorre de duas
formas: (1) na determinagéo de melhores indices zootécnicos atingindo maior produtividade,
aumento no ganho de peso e melhor conversao alimentar; (2) reducdo da colonizagéo
intestinal por alguns patégenos, como por exemplo, as salmonelas (Castro, 2003).

O uso de probidtico na aquicultura € tema recente, mas tem-se observado
resultados promissores, principalmente no cultivo de larvas de peixes e moluscos (Planas

e Cunha, 1999).

1.1.2 — Efeitos Bioldgicos
Os mecanismos de agao dos probiéticos, segundo Fuller (1989) podem ser trés: (1)
supressdao do numero de células bacterianas viaveis mediante producao de compostos

com atividades antimicrobiana, competicdo por nutrientes e a competicao por sitios de



adesdo; (2) alteracdo do metabolismo microbiano pelo aumento ou diminuicdo da
atividade enzimatica; (3) o estimulo da imunidade do hospedeiro, por meio do aumento
dos niveis de anticorpos e o aumento da atividade dos macrofagos. As bactérias
probidticas s6 apresentam efeitos bioldgicos no ambiente intestinal se atingirem ndmero
minimo de Unidades Formadoras de Colénias (UFC). Por exemplo, em humanos, o numero de
Lactobacillus rhamnosus para reduzir significativamente a ocorréncia da chamada diarréia dos

viajantes é de 10° UFC/g (Oksanen et al., 1990).

1.1.3 — Selecao de Bactérias

A selecao de bactérias probidticas tem como base os seguintes critérios: o género
ao qual pertence a bactéria, estabilidade frente ao acido gastrico e a bile, capacidade de
aderir a mucosa intestinal, capacidade de colonizar a0 menos temporariamente o trato
gastrintestinal e capacidade de produzir compostos antimicrobianos a ser
metabolicamente ativo no intestino (Collins et al., 1998 e Saarela et al., 2000).

Entre os microrganismos empregados como probidticos, destacam-se as bactérias
pertencentes aos géneros Bifidobacterium (B. bifidum, B. breve, B. lactis, B. longum e B.
thermophilum) e Lactobacillus (L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, L. casei, L.
fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius) e, em menor
escala, as bactérias Enterococcus faecium e Streptococcus thermophilus (Collins et al., 1998,
Lee et al.,1999, Sanders e Klaenhammer, 2001).

Klein et al. (1998) relataram que o género Bifidobacterium também é considerado
como bactérias laticas devido a propriedades bioquimicas e fisioldgicas no trato
gastrintestinal, em comum com o0s outros géneros de bactérias laticas. Dentre esses
microrganismos, as bactérias pertencentes ao género Lactobacillus sao frequentemente

consideradas seguras (ndo oportunistas) ou reconhecidamente seguras. Por outro lado,



bactérias do género Streptococcus e Enterococcus sao patdgenos oportunistas (Collins et

al., 1998, Lee et al., 1999).

1.1.4 -Imunidade

O efeito de probidticos sobre a imunidade tem induzido pesquisas, sendo a maioria
realizada em mamiferos (Coppola e Gil-Turnes, 2004), apesar de ainda nao estar
esclarecido seu modo de agédo (Cross, 2002). Este efeito pode estar relacionado a
capacidade dos microrganismos do probidtico interagirem com as placas de Peyer e as
células epiteliais intestinais, estimulando linfocitos B produtores de IgA e a migracao de
linfécitos T do intestino (Perdigon e Holgado, 2000). Também tem sido demonstrado que
os probioticos favorecem a atividade fagocitica inespecifica dos macréfagos alveolares
sugerindo acao sistémica por secrecao de mediadores que estimulariam o sistema imune
(Cross, 2002). Maassen et al. (2000) comprovaram, no entanto, que a sintese de citocinas
pela mucosa intestinal depende da cepa de Lactobacillus utilizada, salientando a
necessidade de realizar cuidadosa selecdo das cepas candidatas a probidtico.
Lactobacillus casei apresentou efeito imunomodulador similar ao de Bacillus Calmette-
Guerin (BCG), Corynebacterium parvum e Streptococcus pyogenes (Perdigbn e Alvarez,
1992).

Segundo Copolla e Gil-Turnes (2004), os probibticos, aléem de sua atividade como
promotores de crescimento e reguladores de microbiota das mucosas, tem efeito
imunomodulador. Segundo os autores, as evidéncias acumuladas sobre os beneficios
decorrentes do uso dos probiéticos justificam o aprofundamento destes estudos sobre seu
modo de acdo, a fim de otimizar sua utilizacdo como profilaticos, promotores de
crescimento e imunoestimulante.

Em camundongos, o Lactobacillus casei induziu resposta celular tipo 1 aumentando

a producéo in vitro de células peritoniais e de células esplénicas (Neuman, 2000). Sua



administracdo imunizou camundongos contra patdégenos intestinais pela inducdo do
aumento da capacidade fagocitica dos macréfagos peritoniais e da atividade das enzimas
envolvidas na fagocitose (Kato et al., 1983, Perdigon e Alvarez, 1992), da atividade das
células natural killer (Kato et al., 1984), da producao de fator citotoxico pelas células de
Kupfer e macroéfagos peritoniais (Hashimoto, 1985) e da secrecdo de IgA no lumen
intestinal (Perdigdn et al., 1991). A cepa Shirota estimulou a resposta imune celular,
provocando reducdo nos titulos de virus da Influenza no trato respiratério quando
administrada por via nasal (Hori et al., 2001) e oral (Hori et al., 2002). L. rhamnosus
reduziu a morbidade de Escherichia coliem camundongos infectados experimentalmente,
estimulando o aumento da atividade fagocitica e dos titulos de anticorpos especificos do
tipo IgA (Shu e Gill, 2002).

Em organismos aquaticos ha interesse especial em aumentar a resisténcia as doencas e
incrementar a atividade fagocitica de células de defesa. Esse aumento da atividade fagocitica é
realizado por meio de antigenos bacterianos que induzem a liberagéo de patdgenos mortos ou
de seus produtos como descrito por Roitt et al. (1998) e pela aplicacdo de imunoestimuladores e
adjuvantes. Esses imunoestimulantes aumentam a mobilizagao enzimatica de neutrofilos (Siwicki
et al., 1998), que possuem grandes quantidades de peroxidase (Ellis, 1997), enzima lisossémica
presente nas células fagociticas e que promove a oxidagao de certos compostos pelo perdxido
de hidrogénio, no processo de fagocitose (Oliveira et al., 1997).

Além dos efeitos na imunidade os probidticos podem atuar diminuindo a absorgéo
de lipidios pelo organismo fazendo com que ocorra a menor deposi¢cao de gordura nos

tecidos (Roos e Katian, 2000).



1.2 — Caracteristicas Hematologicas

Hematologia € o estudo do sangue ou a soma dos conhecimentos sobre o sangue
e, grande parte das informacdes, consiste em medidas de valores de parametros em
condigdes organicas normais € ou anormais. Sua aplicagdo em pesquisa animal € bem
aceita e considerada como procedimento de rotina em métodos de diagndsticos (Ranzani-
Paiva e Silva-Souza, 2004).

Os parametros relativos a série vermelha permitem identificar os processos
anemiantes, enquanto o leucograma pode ser empregado no diagnéstico dos processos
infecciosos e outros estados de desequilibrio homeostatico (Mahoney e McNulty, 1992). A
contagem diferencial de leucécitos € o método que permite ao pesquisador conhecer a
porcentagem dos tipos de células existentes no sangue (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).

O plasma, liquido amarelo, semitransparente é formado por cerca de 90% de agua
e 10% de substancias sélidas, entre as quais encontram-se proteinas, sais minerais,
glicose, uréia, aminoacidos, colesterol, gorduras, gases respiratérios (oxigénio e gas
carbdnico), hormbnios, enzimas, anticorpos, etc (Junqueira e Carneiro, 2004).

Schmidt-Nielsen (1996) ressaltou que, nos mamiferos, os globulos vermelhos sao
anucleados, tém forma de disco esférico e sao ligeiramente bicbncavos; nas aves, répteis,
anfibios e peixes, sdo nucleados e se apresentam quase que universalmente ovais. Os
eritrocitos sdo células mais numerosas no sangue. Nos peixes sdo geralmente elipticas
com nucleo central, variando de tamanho entre as espécies. O citoplasma dessas células
sdo homogéneos e carrega em seu interior a hemoglobina cuja funcdo consiste no
transporte do oxigénio e do gas carbdnico (Tavares-Dias e Moraes, 2004).

Os glbbulos brancos ou leucdcitos apresentam-se de dois tipos: (1) agranuldcitos, sem
granulacdes visiveis no citoplasma, denominados linfécitos e mondcitos; (2) granulécitos, que
se classificam em neutrdfilos, basofilos e eosindfilos, cujos citoplasmas apresentam

granulacdes visiveis com diferentes afinidades pelos corantes de Romanowsky (Storer e



Usinger, 1979). A principal fungéo dos glébulos brancos é a defesa do organismo contra a acéo
de bactérias ou corpos estranhos que penetram nos tecidos (Junqueira e Carneiro, 2004).

Os linfocitos produzem anticorpos por modularem-se em plasmécitos e estdo
relacionados ao processo de rejeicado e participam do processo inflamatério (Finn e Nielson,
1971, MacArthur et al., 1984, Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).

Os mondcitos podem ser descritos como células com nucleo geralmente excéntrico,
ocupando quase a totalidade da célula, com citoplasma levemente vacuolizado e basofilico.
Séo considerados verdadeiras células em transito no sangue periférico (Lorenzi, 1999). Sob
condicdes apropriadas, estas células deixam o sistema vascular e completam sua maturacgéo,
tornando-se macréfagos maduros, nos tecidos (Boomker, 1981, Fulop e McMillan, 1984,
Matushima e Mariano, 1996, Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004). Segundo Thuvander et al.
(1987), Dogget et al. (1987), os mondcitos sdo células parcialmente diferenciadas,
apresentam moderada propriedade fagocitica. Sumarizando, o critério para definir monécito e
macrofago € a avida fagocitose e suas localizagdes teciduais. O termo mondcito, de acordo
com a definicao de fagécito mononuclear de Van Furth et al. (1972) é considerado quando
est4 circulando no sangue e macréfago é aplicado para células teciduais.

Os neutrdfilos possuem frequentemente nucleo segmentado, com cromatina nuclear
compacta sem evidéncias de nucléolos. Sdo chamados de polimorfonucleares, devido a
grande variagao de formas de seu nucleo excéntrico, que pode apresentar-se em bastonete ou
com varias segmentacdes. Estas células representam a primeira defesa contra os
microrganismos, sendo células fagociticas com importante papel na defesa contra infecgdes e
possuem sistema de agentes microbicidas (Thuvander et al, 1987). Estudos em peixes
demonstraram a capacidade fagocitica dos neutréfilos sanguineos ou teciduais ao englobar
particulas antigénicas (Jorgensen et al., 1993) e bactérias (Do Vale et al., 2002).

Os basofilos sdo células menores que os neutréfilos, com forma arredondada e

contorno regular. O nucleo acompanha o formato da célula, apresenta cromatina pouco



densa e ndo tém nucléolos (Tavares-Dias e Moraes, 2004). O citoplasma apresenta
granulagbes grosseiras, basofilicas, que recobrem o nucleo na maioria das vezes
(Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004). Ultraestruturalmente, os baséfilos apresentam
citoplasma irregular, com grandes projecdes citoplasmaticas, granulagdes esféricas,
discreta formacdo de reticulo endoplasmético granular e elevada quantidade de
mitocondrias e ribossomos livres (Lopez-Ruiz et al., 1992). Embora exercam fungao
fagocitica ndo o fazem com a mesma avidez dos neutrofilos. Nos mamiferos, sdo células
derivadas da medula éssea e participam de processos alérgicos e resposta imunoldgica
(Lorenzi, 1999). Em peixes séo raros e Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004) sugerem que
tal granulécito € mais frequente em portadores de parasitoses, enquanto que Roberts
(1981) relaciona os mesmos a processos alérgicos, por possuirem histamina em seus
granulos.

Os eosindfilos apresentam nucleo segmentado, granulos ovalados ou esféricos,
fracamente acidofilos no citoplasma. Sao células menos frequentes que os neutrofilos. O
nucleo tende a ser pouco lobulado e apresenta-se basofilico, com cromatina densa
(Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004). Suas principais fun¢dées sao fagocitar e destruir
complexos de antigenos com anticorpos, limitar e circunscrever o processo inflamatorio,
sendo as ultimas a surgir durante o processo inflamatério (Suzuki, 1986).

Em contraste com as plaguetas de mamiferos que sao fragmentos de células
anucleadas, os trombdcitos de peixes sé&o células completas, predominantemente elipticas,
arredondadas ou fusiformes, com nucleo fusiforme. Ultraestruturalmente, os trombdécitos
apresentam formas variadas. Raramente observa-se complexo de Golgi definido mas sem
vacuolizacdo, o que o difere dos linfécitos (Matushima e Mariano, 1996). A funcdo e a
ocorréncia de trombdcitos ainda permanece controvertidas. Os trombdcitos tém sido
geralmente considerados como responsaveis pelo processo de coagulacdo do sangue

(Gardner e Yevich, 1969, Casillas e Smith, 1977), desempenhando papel analogo as
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plaquetas. Segundo Tavares-Dias et al. (2007) os trombdcitos sdo capazes de realizar
fagocitose podendo ser considerados como verdadeiros digestores de células em peixes,
pela sua capacidade de remover restos celulares por fagocitose.

Atualmente, o método do microhematécrito (Goldenfarb et al., 1971) é o mais
utilizado em laboratérios clinicos de medicina humana, para medir o volume dos eritocitos
sedimentados. Este teste é de simples realizacao, utilizando-se apenas centrifuga de alta
velocidade, tubos capilares e cartdo de leitura. E também bastante utilizado em
organismos aquaticos por requerer pequenas quantidades de sangue e ser de facil
realizacdo em campo. O principio deste método é compactar os eritrécitos na parte
inferior do tubo e o volume por eles ocupado em relagdo ao sangue total.

A determinacdo da taxa de hemoglobina € um dos meios mais simples e usuais como
indicador de anemias. O método empregado para organismos aquaticos é o
cianometahemoglobina. Este método consiste em adicionar sangue em uma solu¢do contendo
ferricianeto de potassio e cianeto de potassio (Collier, 1944).

Outra andlise realizada em hematologia € a contagem de eritrécitos. Sendo
utilizado o método de contagem visual na cadmara hematimétrica de Neubauer (Ranzani-
Paiva e Souza-Silva, 2004).

Em hematologia s&o utilizados dois indices hematimétricos calculados a partir do
nimero de eritrcitos por mm?® de sangue, da taxa de hemoglobina e da relagéo glébulo-
plasmatico (hematdécrito). Sdo eles: Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentragao de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Esses indices sao utilizados na caracterizagao
morfoldgica do sangue dos animais e também para detectar anemias (Wintrobe, 1934).

O VCM, que expressa o volume médio dos eritrécitos em fentolitro (fL, anteriormente
usado p®), é maior em peixes, anfibios, répteis e aves quando comparados aos mamiferos,

devido a presenca de nucleo nas células desses animais (Ranzani-Paiva e Silva-Souza,
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2004). CHCM indica o valor médio da porcentagem em peso da hemoglobina por eritrocito e

varia pouco entre as espécies.

1.2.1- Cortisol e Glicose

As reacles fisioldégicas dos peixes sdo usualmente divididas em primarias e
secundarias e sao utilizadas como indicadores de estresse (Oba, et al. 2009). O cortisol
plasmatico € o indicador de estresse mais utilizado em peixes, qualquer que seja o seu
estagio de desenvolvimento (Weendelaar Bonga, 1997) sendo essa a resposta primaria. A
resposta secundaria ocorre quando ha elevacao da glicemia.

Trabalhos mostram que a magnitude do nivel de corticosteréides em resposta ao
estresse pode ser variavel entre peixes, mesmo dentro da mesma espécie. Assim, em
uma dada populagdo, tanto pode haver peixes que respondem com um nivel
consideravelmente alto de cortisol, como peixes que respondem mais discretamente,

ambos apresentando desempenho similar (Pottinger et al., 1992, Weil et al., 2001).

1.3 — Tanque-rede

O sistema intensivo de criacdo em tanque-rede tem crescido nos ultimos 20 anos,
pois representa excelente alternativa para o aproveitamento de corpos d’agua
inexplorados pela piscicultura convencional (Colt e Montgomery, 1991) e de ambientes
aquaticos existentes, dispensando o desmatamento de grandes areas, 0 que se evita
problemas de erosdo e assoreamento (Cardoso e Ferreira, 2005). Atualmente, est4d em
rapida evolugao, como resposta as pressdes da globalizagcao e da crescente demanda por
produtos aquaticos (Tacon e Halwart, 2007). Também contribui para tal crescimento o
facil manejo e rapido retorno do investimento (Christensen, 1989). A producdo em

sistemas intensivos envolve aporte tecnolégico, maior nimero de peixes adensados,
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elevada taxa de renovagao de agua, promovendo a remocado dos metabdlitos e dejetos
produzidos pelos peixes (Halwart et al., 2007).

Das espécies neotropicais com potencial para criacdo em tanques-rede, as do
género Brycon vém merecendo especial atencao (Borghetti et al., 1991, Carvalho et al.,
1997, Branddao et al., 2005). Por sua ampla distribuicdo em diferentes bacias
hidrograficas, € possivel a criacdo de espécies nativas do género Brycon evitando a
introducdo de peixes de outras bacias (Zaniboni Filho et al., 2006). Peixes desse género
apresentam ainda rapido crescimento, aceitagcdo do mercado consumidor e esportividade

(Zaniboni Filho et al., 2006).
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2- Objetivos
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Baseando-se no exposto o presente estudo teve como principal objetivo avaliar a
influéncia do probidtico composto de Bacillus subtillis sobre o desenvolvimento produtivo,
hematologia e migracdo de macréfagos de matrinxd, Brycon amazonicus, nas fases de
desenvolvimento: reproducgéo, larval e engorda, bem como padronizar técnica para avaliagéo

dos parametros imunologicos.
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Acta Amazénica
Tempo de migracao dos macrofagos em matrinxas, Brycon amazonicus por meio da
técnica de inoculacao de leveduras

Saccharomyces cerevisiae

Resumo

Na aquicultura estao sendo utilizados testes de ativacédo e de incremento da migracéo de
macréfagos, com intuito de verificar a capacidade imunolégica inespecifica dos peixes
frente ao desafio por meio do indice fagocitico e da capacidade fagocitica. O objetivo
deste estudo foi determinar o tempo de migracdo dos macréfagos em matrinxa, Brycon
amazonicus por meio da técnica de inoculacao de leveduras, Saccharomyces cerevisiae e
verificar as possiveis alteragcbes dos parametros hematologicos. Foram utilizados 30
matrinxas com peso médio de 101,55 + 24,50 g e comprimento médio de 19,75 £ 1,72 cm.
Os tempos de incubacgao utilizados foram 2, 4, 8 e 12 horas, sendo utilizados seis animais
por tempo. Apds estes periodos os exemplares foram anestesiados, e retirada aliquotas
de sangue por pung¢do do vaso caudal, para as determinagdes: numero total de células,
contagem diferencial e total dos leucécitos e contagem total de trombdcitos, hematdcrito,
taxa de hemoglobina e indices hematimétricos VCM e CHCM. Os resultados mostram que
a capacidade fagocitica nao apresentou diferenga significativa entre os tempos
experimentais. Com relacdo ao indice fagocitico, o tempo de 2 horas apresentou maior
valor do indice de células fagocitadas com diferencas significativas em relacdo aos outros
tempos experimentais, indicando que este tempo (2 horas) de incubacao foi suficiente
para a migracdo dos macrofagos, para a espécie estudada. Houve diferenca no niamero
de eritrécitos entre os tempos. Entretanto, os demais parametros hematolégicos nao
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.

Palavra-chave: fagocitose, inoculagdo, hematologia
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Abstract

This study aimed to determine the time of macrophages migration in matrinxa,
Brycon amazonicus, through the technique of yeast Saccharomyces cerevisiae
inoculation, verifying possible changes in hematological parameters. Thirty animals with
average weight of 101.55 + 24.50 g and average length of 19.75 + 1.72 cm were used.
The experimental periods of incubation were 2, 4, 8 and 12 hour, with 6 animals per
period. Thereafter, animals were anesthetized and blood samples were collected through
a puncture of caudal vessel for total erythrocytes number, differential and total leukocyte
counts and total of thrombocytes count, hematocrit, hemoglobin concentration and
absolute erythrocytes index determination. The phagocytic capacity was not significantly
different among experimental periods. Regarding phagocytic index, the period of 2 hours
presented the highest rate of phagocytized cells, indicating that this incubation period was
sufficient for the migration of macrophages, in B. amazonicus. There was significant
diferencie for the number of erythrocyte among periods.

Key-word: Phagocytosis, Inoculation, hematology,

Introducao

Na aquicultura estdo sendo utilizados testes de ativacdo e de incremento da
migragao de macréfagos, com intuito de verificar a capacidade imunoldgica inespecifica dos
animais frente a um desafio. Isto permite avaliar a migracao dos macréfagos até a cavidade
celomatica por meio da estimativa da capacidade e indice fagocitico dos macréfagos. Esta
metodologia foi descrita por Silva et al. (2002, 2005) que verificaram a capacidade

fagocitica e o indice fagocitico em peixes antarticos, sendo esta empregada para outros
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organismos aquaticos como o robalo, Centropomus parallelus (Ranzani-Paiva et al., 2008)
e também para ra-touro, Lithobates catesbeianus (Dias et al., 2009). Essa técnica também
permite avaliar se esse macréfago esta ativo ou ndo, pela contagem das leveduras
fagocitadas. Entretanto, para a realizacao desse estudo € necessario estabelecer o tempo
de incubacao das leveduras para a espécie estudada, pois este tempo pode variar entre
as espécies de peixes.

Neste estudo da atividade fagocitica foi eleito 0 macréfago, células mais primitivas
do sistema imune, surgindo no periodo embrionario dos vertebrados. Praticamente, nas
reacoes imunes contra doencas e agressdes 0s macrofagos de peixes atuam (Zelikoff et
al., 1991) envolvendo-se no processo de fagocitose e na destruicdo de patégenos,
interligando o sistema imune inespecifico ao especifico, sendo isolado do sangue
(mondcitos), érgao linféide (rim) ou na cavidade peritoneal (Vallejo et al., 1992;
Shoemaker et al., 1997). A principal caracteristica dos macrofagos é a capacidade de
ingerir material estranho ao organismo, inerte e antigénico, assim como restos celulares
da resposta inflamatéria e de outros processos degenerativos, além de secretarem

radicais livres de oxigénio e nitrogénio e destruir diferentes tipos de patégenos.

Sabe-se que o padrdo de atividade dos macrofagos e dos indices de fagocitose
para determinadas espécies de peixes podem ser utilizados como indicadores da
homeostase ou das possiveis alteragdes que causem dano ao animal (Pulsford, 1984; Blazer,
1991). Com base no exposto, bioensaios de indugcdo do processo inflamatério e,
consequente, estimulo a atividade macrofagica vem assumindo importante papel para a
compreensdo, nao sé da biologia dos peixes, mas também das inter-relagbes ambientais
(Silva et al., 1998).

O objetivo deste estudo foi determinar o tempo de migracdo de macréfagos em
matrinxa, Brycon amazonicus por meio da técnica de inoculagcdo de leveduras,

Saccharomyces cerevisiae e verificar as possiveis alteragdes hematoldgicas.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado no Pélo Regional do Vale do Ribeira — APTA —SAA,
localizado no municipio de Pariquera-Acu SP/ Brasil. Foram utilizados 30 matrinxas,
Brycon amazonicus, com peso médio de 101,55 + 24,50 g e comprimento médio de 19,75 £
1,72 cm. Os tempos de incubacao foram 2, 4, 8 e 12 horas, sendo utilizados seis peixes por
tempo. Também foram utilizados seis exemplares (controle) que ndo receberam qualquer
tipo de substancia intraperitonialmente. Os peixes foram anestesiados com éleo de cravo na
concentracdo de 80 mg L™ (Delbon, 2006) e em seguida, injetados intraperitonialmente 3 mL
de solugdo de levedura com concentragdo 8.000 cél. mm™® de Saccharomyces cerevisiae
(Ranzani-Paiva et al., 2008). Ap6s os periodos de incubacdo, os animais foram
anestesiados novamente, e retirada aliquotas de sangue por pung¢édo do vaso caudal, com
auxilio de seringas descartaveis, heparinizadas para as seguintes determinagdes:

a) numero total de células, contado em camara de Neubauer, utilizando-se solu¢ao de
Hayen como diluente;

b) contagem diferencial e total dos leucdcitos e contagem total de trombdcitos pelo
método indireto em extensbes sanguineas coradas pelo May-Grinwald-Giemsa,
segundo Rosenfeld (1947);

c) porcentagem de hematocrito, pelo método do microhematocrito;

d) taxa de hemoglobina, pelo método da cianometahemoglobina;

Com as taxas de hemoglobina (Hb), hematécrito (Ht) e nimero de eritrécitos (Er) foram
calculados os indices hematimétricos: VCM (volume corpuscular médio = Ht x 10 / Er) e CHCM
(concentracao de hemoglobina corpuscular média= Hb x100 / Ht).

Apés a coleta de sangue, os matrinxas foram eutanasiados por aprofundamento do
estado anestésico e disseccao medular e a cavidade peritoneal foi delicadamente lavada
com 3,0 mL de solucdo de PBS (phosphate buffered saline — pH 7,2). A seguir, o liquido

contendo as células inflamatérias (macréfagos) foi aspirado com pipeta Pasteur. Este
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lavado foi centrifugado a 1500 rpm (251.5 x g) por 5 min e o sobrenadante desprezado. O
restante do lavado foi utilizado para a determinacéo da capacidade fagocitica (C.F.) e do
indice fagocitico (I.F.) de macréfagos nos diferentes tempos, por microscopia de contraste
de fase, segundo metodologia de Silva et al. (2002, 2005), obedecendo as seguintes
formulas: CF = n° de macréfagos fagocitando / 100 e IF = n° total de leveduras no interior
dos macrofagos / numero de macrofagos fagocitando.

Para verificar as diferencas entre os tempos de inoculagéo, foi realizado a andlise de

variancia (Anova) seguida pelo teste de Tukey (Zar, 1999).

Resultados e Discussao

A CF e o IF dos macrofagos nos diferentes tempos de inoculagdo estdo
apresentados nas Figuras 1 e 2. Pode-se observar que a CF ndo apresentou diferenca
significativa entre os tempos experimentais. Com relagcdo ao IF, o tempo de 2 horas
mostrou maior indice de células fagocitadas apresentando diferencas significativas com
relacdo aos outros tempos experimentais. Neste estudo os resultados indicam que 2
horas de incubacdo foram suficientes para a migracao dos macréfagos para Brycon
amazonicus. Sabe-se que o tempo de incubacédo das leveduras pode variar de espécie
para espécie. Segundo Ranzani-Paiva et al. (2008) para o peixe marinho, Centropomus
parallelus o tempo de incubacéo foi de 8h, ja para ra-touro Lithobates catesbeianus (Rana
catesbeiana) o tempo observado foi de 2h (Dias et al., 2009). Provavelmente essas

diferencas estejam relacionadas com a temperatura e o metabolismo desses animais.
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Avaliando-se os resultados obtidos para as caracteristicas hematolégicas das
células vermelhas foi verificado diferenca significativa (p=0,02) somente no numero de
eritrécitos entre os tempos (Tabela 1). Entretanto, os demais parametros hematol6gicos
nao apresentaram o mesmo comportamento (p>0,05) (Tabela 2 e 3). Mesmo o0s animais
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sendo anestesiados durante o manejo para inoculagdo de solucao de levedura, este
aumento no valor de eritrécitos pode estar relacionado ao estresse sofrido (Martins,
2000), pois os valores aumentaram progressivamete conforme o tempo de espera de
inoculacao.

Na Tabela 2, pode-se visualizar que os valores dos trombdcitos, células
responsaveis pelo processo de defesa do organismo (Matushima e Mariano 1996),
apresentaram diminuicdo dos valores conforme o tempo de inoculagcdo, ndo diferindo
estatisticamente (P=0,22). O teste de correlacdo de Pearson mostrou relagéao
inversamente proporcional, com diminuicdo destas células em relagdo aos leucdcitos
totais ao longo do tempo experimental. Tal fato denota que outras células de defesa como
os linfocitos, neutrdfilos e mondcitos provavelmente estejam envolvidos mais
acirradamente no processo de defesa do que os trombdcitos. Além disso, segundo
Sopinska (1985), o aumento dos valores dos leucécitos como, por exemplo, os mondcitos,
mesmo que a elevacao seja de forma sutil, reflete a intensificagdo do mecanismo de
defesa celular.

O aumento dos valores de eritrocitos com diferenca significativa correlacionou com
as alteracdes (que nao foram significativas) dos monécitos e neutréfilos. Nota-se que, o
aumento de ambas as células e também na taxa de hemoglobina podem estar associados
a maior demanda de energia/oxigénio pelo organismo, 0 que normalmente ocorre em
situacbes de estresse agudo, neste caso, representado pela inoculacdo de leveduras.
Neste sentido, a elevagcao dos eritrécitos, pode ser visto como resposta ao aumento da
eficiéncia para o transporte de oxigénio, uma vez que este contribui e influencia diretamente
na disponibilidade de energia empregada nos processos imunoldgicos.

De acordo com o0 acima exposto concluiu-se que o tempo de maior migracdo de

macrofagos para o matrinxa é de 2 horas.
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Probiodtico na dieta de reprodutores de matrinxa, Brycon amazonicus

Resumo

Objetivou-se avaliar a influéncia do probi6tico em reprodutoras de matrinxa, Brycon
amazonicus, e verificar o efeito do extrato hipofisario sobre o niumero de ovécitos
liberados e na estimativa das taxas de fertilizacdo e eclosdo, bem como, avaliar os
parametros hematoldgicos, atividade fagocitica dos macrofagos e analises de
lipidios em musculo e figado. As matrizes foram mantidas em dois viveiros de 600
m?, na densidade de 50 matrizes por viveiro, de marco a novembro de 2008. Foram
utilizados dois tratamentos: controle (T1) e 10g de probidtico por kg de ragédo (T2),
sendo a alimentag&o oferecida duas vezes ao dia. No periodo reprodutivo, 20 animais
de cada tratamento foram selecionados, e submetidos ao processo de reproducéo
induzida. Para as andlises hematologicas utilizaram-se 20 peixes, os quais foram
anestesiados e retiradas aliquotas de sangue por puncdo do vaso caudal para as
determinacdes de: numero total de células, contagem diferencial e total dos leucécitos,
contagem total de trombdcitos, hematécrito, taxa de hemoglobina, cortisol e glicose.
Calculou-se o volume corpuscular médio e a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média. Outros dez matrinxds do mesmo lote foram utilizados para a
avaliagdo da atividade fagocitica dos macrofagos e também para as analises de
lipidios. Os resultados mostraram que as matrizes que receberam a dieta
suplementada com probibdtico apresentaram aumento do numero de ovdcitos e,
consequentemente, nas taxas de fertilizacdo e eclosdo das larvas e também
significativo aumento da atividade fagocitica dos magréfagos, indicando melhora no
sistema imune dos reprodutores. Os parametros hematologicos sofreram alteracdes

quando comparados com o momento zero e os valores de cortisol e glicose foram
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mais elevados em fémeas. Os valores de lipidios totais em musculo e figado foram
inferiores nos peixes que receberam alimentagédo suplementada com probidtico.
Palavra-chave: Reproducado induzida, Bacillus subtilis, migracdo macréfagos,

hematologia, cortisol, glicose

Abstract

The objective was to evaluate the influence of probiotic in breeding females of
matrinxa, Brycon amazonicus, and verify the effect of pituitary extract on the number
of oocytes released and the estimated rates of fertilization and hatching, as well, to
evaluate the hematological parameters, phagocytic activity of macrophages and
lipids analysis in muscle and liver. The breedings were kept in two ponds of 600 m?,
at a density of 50 fish per pond during the period from March to November 2008. The
treatments were: control (T1) and 10g of probiotic per kg of diet (T2). The feed was
offered twice daily. During the reproductive period, 16 animals of each treatment
were selected, it was administered two doses of crude extract of carp pituitary, at
intervals of 10 hours for females and only one dose for males, along with the 2™
dose females. For hematological analysis, were used 20 fish, which were
anesthetized and aliquots of blood by puncturing the caudal vessel to determine
number of total cells, differential count and total leukocyte, thrombocyte count,
hematocrit percentage, rate hemoglobin, cortisol and glucose. The mean corpuscular
volume and mean corpuscular hemoglobin concentration was calculated. Another 10
matrinxas the same lot were used for evaluating the phagocytic activity of
macrophages and for analysis of lipids. The results showed that breeding who
received diet supplemented with probiotics showed a slightly higher number of
oocytes and, consequently, the rates of fertilization and hatching of larvae. A

significant increase in phagocytic activity of macrophages was observed, indicating
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an improvement in the immune system of breeding. Hematologic parameters
changed when compared with the time zero and the values of cortisol and glucose
were higher in females. The values of total lipids in muscle and liver were lower in
fish fed with probiotic supplemented

Key-word: Induced spawning, Bacillus subtilis, macrophage migration,

hematologycal, cortisol, glucose

Introducao

A piscicultura vem contribuindo cada vez mais na oferta de proteina para
consumo humano. Dentre as inUmeras espécies de peixes nativos do Brasil o
matrinxa vem apresentando perfil adequado para criacdo em cativeiro (Romagosa et
al., 2001 e Zaniboni-Filho et al., 2006).

O género Brycon, pertencente a familia Characidae, € considerado um dos
mais numerosos géneros de caraciformes neotropicais, com mais de 60 espécies
nominais, das quais, aproximadamente 40 distribuem-se pela América Central e do
Sul. O matrinxa, Brycon amazonicus é uma espécie de peixe de agua doce nativa da
regido amazodnica - Brasil, apresentando perfil adequado para criagdo em cativeiro
(Zaniboni-Filho et al., 2006).

Nos ultimos anos, tem-se intensificado 0 niumero de pesquisas relacionadas
ao desenvolvimento de alimentos funcionais, ou seja, que fornecem a nutricdo
basica promovendo o aumento da eficiéncia alimentar, taxa de crescimento e
melhora da saude de peixes (Oliveira et al.,, 2002). Dentre os alimentos funcionais
destacam-se o0s probidticos que sao suplementos alimentares compostos de
microorganismos vivos que beneficiam a saude do hospedeiro, pelo equilibrio da
microbiota intestinal (Fuller,1989). Schrezenmeir e De Vrese (2001) consideraram

que o termo probiodtico deveria ser utilizado para designar preparacées ou produtos
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gue contém microrganismos viaveis definidos e em quantidade adequada que alteram,
por colonizacdo, a microbiota propria das mucosas do sistema do hospedeiro,
produzindo efeitos benéficos em sua saude. Os probidticos, em sua maioria séo
produtos preparados com Lactobaccillus acidophillus, Streptococcus faecium, Bacillus
subtilis e em alguns casos leveduras (Guzman, 1992).

A acgao deste composto ocorre pela exclusdo competitiva (Ozawa et al., 1978),
competicdo por locais de adesdo no aparelho digestivo (Watkins e Miller, 1983), por
estimulo da imunidade (Inooka et al., 1986), por maior producao de acido latico (Fuller,
1977), pela diminuicdo da producdo de aminas téxicas, aumento da disponibilidade de
aminoacidos nos locais de absorcdo (Kozasa, 1989), por economia de energia e
também pela maior disponibilidade de vitaminas e enzimas (Fuller, 1989).

O efeito de probidticos sobre a imunidade tem induzido grande numero de
pesquisas, sendo a maioria realizada em mamiferos (Coppola e Gil-Turnes, 2004),
apesar de ainda n&o estar esclarecido o modo de agéo (Cross, 2002). Em peixes, 0
estudo da utilizagdo de probidtico, tem sido cada vez maior com o intuito principal de
promover protecdo contra doencas (Aly et al, 2008; Zhou et al., 2009). Também
podem atuar diminuindo a absor¢cédo de lipidios pelo organismo fazendo com que
ocorra a diminuigdo de gordura nos tecidos (Roos e Katian, 2000).

Objetivou-se, com o presente estudo, avaliar a influéncia do probiético como
suplemento alimentar em reprodutores de matrinxa, Brycon amazonicus, sobre 0s
aspectos reprodutivos (somente fémeas), hematologicos, imunoldgicos e

quantificacao de lipidios totais em musculo e figado.

Material e Métodos
O experimento foi conduzido no Pélo Regional do Vale do Ribeira, no

municipio de Pariquera-Acgu, SP, Brasil. As matrizes foram mantidas em dois viveiros
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(600 m?) na densidade de 50 matrizes por viveiro de marco a novembro de 2008.
Foram utilizados dois tratamentos, controle (T1) seno utilizada racdo comercial (32%
PB, 7% FB, 6,5% EE) e 10g de probibtico por kg de ragédo (T2) (ragdo + probidtico).
O probidtico comercial contendo 10° UFC g (Unidades Formadoras de Col6nias)
em po (liofilizado) foi homogenizado na ragdo em misturador e adicionado 2% de
6leo de soja (inclusive na racao do controle) para aderir o probiético no pelete. A
alimentacao foi oferecida duas vezes ao dia, na propor¢céo de 1% da biomassa total
nos meses frios (maio a agosto) e 3% nos quentes (margo, abril e setembro a
novembro). No periodo reprodutivo (novembro), dez fémeas de cada tratamento foram
selecionadas pelos aspectos externos tais como, ventre abaulado e presenca da
papila urogenital saliente e dez machos, pela presenca de sémem, por meio de
massagem na cavidade celomatica. Nas fémeas foram ministradas duas doses de
extrato bruto de pituitaria de carpa (0,5 e 5 mg.kg') em intervalos de 10 horas e, nos
machos uma dose (0,5 mg kg™'), no momento da 22 dose das fémeas. Foi estimada
a meédia do numero de ovdcitos liberados por tratamento, as taxas de fertilizacdo e
eclosao (Romagosa et al., 2001).

No momento da implantagdo do experimento (marco 2008) foram realizadas
andlises hematoldgicas, imunolégicas e também coletados amostras de musculo e
figado para analises de lipidios sendo este grupo classificado como momento zero.

Apos a extrusdo dos ovocitos e fertilizagdo, dez fémeas e dez machos de
matrinxd de cada tratamento (totalizando 20 animais por tratamento) com peso
médio de 2,63 + 0,68 kg e comprimento médio de 50,70 = 4,31 cm foram utilizados
para as analises hematologicas. Os animais foram anestesiados com benzocaina
(concentragdo de 100 mg L™) e retirada aliquotas de sangue por puncéo do vaso caudal,
com auxilio de seringas descartaveis, heparinizadas e determinados: nimero total de

células, contado em camara de Neubauer, utilizando-se solucao de Hayen como diluente;
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contagem diferencial e total dos leucécitos e contagem total de trombdcitos pelo método
indireto em extensdes sanguineas coradas pelo May-Grinwald-Giemsa, segundo
Rosenfeld (1947); hematdcrito, pelo método do microhematdcrito e taxa de hemoglobina,
pelo método da cianometahemoglobina. Com os valores da taxa de hemoglobina (Hb),
hematdcrito (Ht) e numero de eritrocitos (Er) foram calculados os indices hematimétricos
absolutos: volume corpuscular médio (VCM = (Ht x 10) / Er) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM = (Hb x 100) / Ht). Com o plasma, foram
realizadas analises de cortisol pelo método de ELISA utilizando o kit DBC (Diagnostics
Biochem Canada Inc.) e glicose por kit da LABTEST®.

Outros dez peixes do mesmo lote foram utilizados para a avaliagdo da
atividade fagocitica dos macro6fagos. O tempo utilizado para migracao foi de 2 horas
como determinado em experimento preliminar (Capitulo 1). Os matrinxas foram
anestesiados com benzocaina, em seguida, injetados na cavidade celomatica 6 mL
de solucdo de levedura na concentracdo 8.000 células mm™ de Saccharomyces
cerevisiae. Apdés o periodo de incubacao (2h), os animais foram eutanasiados por
aprofundamento do estado anestésico e dissec¢do medular e a cavidade celomética
foi delicadamente lavada com 6 mL de solugdo de PBS (phosphate buffered saline —
pH 7,2). O liquido contendo as células fagociticas (macréfagos) foi aspirado com
pipeta Pasteur e centrifugado a 1500 rpm (251,5 x g) por 5 min sendo o sobrenadante
desprezado. Parte deste lavado foi utilizada para a determinagdo da capacidade
fagocitica (CF = n° de macrofagos fagocitando/100 macréfagos) e do indice fagocitico
(IF = n° total de leveduras no interior dos macréfagos/nimero de macrofagos
fagocitando) de macrofagos nos tempos de incubacao, por meio de microscopia de
contraste de fase (400 X), segundo metodologia de Silva et al. (2002, 2005).

Apos o procedimento da andlise fagocitica, foram coletados figado e musculo

(dorsal superior a 2,0 cm do opérculo esquerdo), dos dez peixes. Essas amostras
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foram mantidas a -10°C e, posteriormente, enviados para analises de extrato-etéreo
(segundo AOAC, 1984) no Laboratério de Analises em Nutrigdo Animal (LANA)
UNESP/FCAVJ — Jaboticabal - SP.

Estatisticamente, para os dados reprodutivos foram verificadas as diferencas
entre o numero de ovocitos por tratamento pelo teste t. Para fins de comparagéo, a
porcentagem de fertilizacdo e ecloséo foi transformada, sendo calculado o arcoseno da
raiz de cada valor. Para os parametros hematologicos, imunoldgicos e lipidios foi
realizado a Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (ZAR, 1999). Os
dados em porcentagem foram previamente transformados pela formula

y=arcoseno\x (Mendes, 1999), para posterior analise.

Resultados e Discussao

A suplementacdo de 10g de probidtico kg de racdo (T2) propiciou o maior
numero de respostas positivas com 100% das fémeas respondendo a indugao
hormonal e apresentando o numero de ovocitos liberados e a taxa de fertilizagdo
superior quando comparados ao controle (T1), no qual apenas 80% responderam a
indug&o. Entretanto, as diferengas entre os tratamentos foram significativas em relacao
as taxas de fertilizacdo e eclosdo (Tabela 1). Observou-se que as fémeas do T2
apresentaram comportamento menos agressivo quando comparadas as do T1 durante
a extrusao dos ovécitos. Neste estudo utilizou-se o extrato de pituitaria de carpa, nas
dosagens usuais preconizadas por Romagosa et al. (2001), uma pequena dose
estimularia a migracdo da vesicula germinativa e 10 h apés, a dose maior induziria a
quebra da vesicula germinativa, ovulacdo e desova. Os machos utilizados liberaram
sémen fluido, com uma Unica aplicagdo hormonal, para garantir o sucesso do
experimento. A estimativa da taxa de fertilizagdo encontrados para B. amazonicus neste

estudo, foram préximos aos de Romagosa et al. (2001) para a mesma espécie.
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Tabela 1. Valores médios de peso, comprimento, niumero de ovdcitos, taxa de

fertilizacdo e ecloséo de fémeas de Brycon amazonicus utilizadas no experimento

Trat. Pl Pf Ct ovocitos TF TE
(kg) (kg) (cm) liberados (10%) (%) (%)

T1 2402 29+03 534+12  321,0+484  281t4,1°  10,2%1,5°

T2 23+04 28+02 526+27 354,0 + 94,7 57,3+ 4,1° 21,9+1,7°

T1 — controle; T2 — 10g de probidtico / kg de racdo; Pi = Peso Inicial; Pf = Peso Final; Ct =
Comprimento Total; TF = Taxa de Fertilizagédo; TE = taxa ecloséo. Letras diferentes na coluna diferem
estatisticamente.

Ghosh et al. (2007) testando probiético composto de Bacillus subtilis em quatro
espécies de peixes ornamentais (Poecilia reticulata, Poecilia sphenops, Xiphophorus
helleri e Xiphophorus maculatus) constataram que a incorporacdo da bactéria na
dieta dos peixes favoreceu o desempenho reprodutivo e aumentou a sobrevivéncia
das larvas. Este fato ocorreu devido as bactérias probioticas facilitarem a absorgcéo
de aminoacidos melhorando o desenvolvimento dos ovarios e maturagdo por serem
importantes constituintes dos ovocitos e consequentemente aumentando seu
namero e as taxas reprodutivas (Dahlgren, 1980).

Avaliando-se estatisticamente os valores dos parametros hematoldégicos das
células vermelhas, observou-se que somente o hematdcrito e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) apresentaram diferengas significativas entre
machos e fémeas, sendo que as andlises foram feitas separadamente para os sexos,

segundo teste de Kruskal-Wallis (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores médios e erro padrao da média (EPM) dos parametros

hematoldgicos de

alimentados com probibdticos, apds reproducao

reprodutores de matrinxd Brycon amazonicus,

Trat. Ht Hb Er VCM CHCM
MZ  40,75+1,90° 12,78+1,09 2,53+0,22 171,64+15,84  31,25+1,952
T14  52,44+1,50° 13,18+0,61 3,06+0,24 180,18+16,80  25,17+1,00°
T24 52,10+1,83b% 12,74%0,44 2,52+0,18 213,41+11,16  24,49+0,45°
MZ  40,75+1,90° 12,78+1,09 2,53+0,22 171,64+15,84  31,25+1,952
T1Q  47,63+1,43% 10,99+0,57 2,8140,22 177,45+1574  23,18+1,26"
T2Q 45,20+0,85% 10,67+0,28 2,72+0,12 168,91+7,39 23,59+0,39°

MZ = coleta antes do inicio da allmentagao T1 = controle; T2 = 10g problotlco k% racdo; Ht = hematdcrito (%);
Hb = taxa de hemoglobina (g 100 mL" ); Er = nimero de eritrécitos (10 mm™); VCM = volume corpuscular
médio (fL); CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média (%); Letras iguais na coluna nao diferem
significativamente segundo teste de Kruskal-Walis

Em relacdo aos valores de hematdcrito os machos apresentaram porcentagem
acima dos encontrados nos animais do momento zero (coleta antes do inicio do
experimento) sendo que nao foram apresentados alteracbes quando comparados os
animais do controle com os tratados com probiético. Ja nas fémeas, pode-se observar
que houve elevagao nos valores quando comparados os animais do momento zero
com os peixes do controle e probidtico sendo esta diferenca significativa apenas nos
matrinxas do grupo controle. Segundo Urbinati e Carneiro (2001) e Inoue et al. (2005)
o0 aumento do hematécrito também é considerado indicador de estresse.

Em relacdo aos valores de CHCM pode-se verificar que houve redugcdo nos
valores quando comparados a0 momento zero em relacdo aos tratamentos em ambos
0S sexos, sendo que, os tratamentos nao apresentaram diferencas significativas. Estes
valores assemelham-se aos encontrados por Tavares—Dias et al. (1999 e 2008)
estudando a mesma espécie e Ranzani-Paiva (1996) com pirapitinga-do-sul, Brycon sp.

Os valores médios do numero absoluto dos trombécitos estéo apresentados na Tabela
3. Observou-se que os trombdcitos apresentaram diferengas significativas somento nas

fémeas e quando comparados 0 momento zero com 0s animais do controle e probidtico.
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Pode-se observar que os peixes (ambos 0s sexos) do grupo controle apresentaram valores
mais elevados que os animais alimentados com dietas suplementadas com probidtico.
Provavelmente este aumento esta relacionado ao periodo em que os mesmos se

encontravam, ou seja, no perido reprodutivo.

Tabela 3 - Valores médios e erro padrdao da média (EPM) do numero de
trombocitos de reprodutores de matrinxd, Brycon amazonicus

utilizados no experimento

Tratamentos Trombocitos
MZ 10.849,20 + 2.981,90
T13 17.594,14 + 5.256,77
T24 13.580,19 + 2585,90
MZ 10.849,20 + 2.981,90°
T19 26.706,73 + 2037,372
T29 19.485,95 + 2619,52

MZ = momento zero; T1 = Controle; T2 = probidtico; Letras iguais na coluna nao
diferem significativamente segundo teste de Kruskal-Walis (p<0,05).

A funcgéo dos trombdcitos nos peixes € pouco conhecida, uma vez que nesses
animais € uma célula que participa do processo de defesa do organismo segundo
Matushima e Mariano (1996). Entretanto, em mamiferos, sabe-se que o aumento de
plaguetas pode ser verificado em certos processos fisiolégicos associados as
hemorragias (Janini e Janini Filho, 1990).

Os valores médios dos numeros absolutos das células brancas (leucécitos)
estdo representados na Tabela 4. Os leucdcitos totais nos machos mostraram
aumento, mas nao foram significativos. Com relagéao as fémeas, estas apresentaram o
mesmo comportamento sendo estes valores significativos quando comparados o
momento zero com os demais tratamentos.

Valores inferiores dos leucécitos totais foram encontrados por Tavares-Dias et al.

(2008) com a mesma espécie. Em relagdo aos neutréfilos, pode-se observar que
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houve elevacao quando comparados aos peixes dos tratamentos (ambos 0s sexos)
com os animais do momento zero. Nos machos pode-se observar que ndao houve
diferenga significativa entre os tratamentos (controle e probidtico) somente quando
comparados com o momento zero, apresentando diferenga somente nos animais do
T1. Provavelmente, esta elevacao nos valores dessas células esteja relacionada com
0 periodo de reproducgéo, pois 0s animais que foram coletados no momento zero, nao
estavam no periodo reprodutivo. Os baséfilos ndo foram encontrados nos animais do
momento zero e nas fémeas do T, sendo que foi verificado maior valor em fémeas do
T4. Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004) sugerem que tal granuldcito é mais freqiente
em peixes portadores de parasitoses, enquanto que Roberts (1981) relaciona os
mesmos a processos alérgicos, por possuirem histamina em seus granulos. Tais
observagdes nao puderam ser avaliadas neste estudo, pois ndo foram realizadas
coletas para verificar a presenca de parasitos nesses peixes. Os mondcitos
apresentaram aumento elevado quando comparados o momento zero com 0S
tratamentos (ambos o0s sexos), entretanto, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os tratamentos T1 e T2 (ambos os sexos). Esses valores
encontrados nos tratamentos corroboram os de Tavares-Dias et al. (2008).

A variacao dos parametros sanguineos é atribuida ndo apenas entre diferentes
espécies, mas também pode ser observada entre individuos da mesma espécie
habitando diferentes nichos, induzindo-os a adaptacdes fisiologicas (Campbell e Murru,
1990). Mas as variagdes hematoldgicas, nos peixes, estao diretamente relacionadas ao
sexo, estadio de desenvolvimento gonadal, estado nutricional, sazonalidade, alimentagéao
e nicho (Ranzani-Paiva et al., 2000; Tavares-Dias et al., 2002 e 2004). Foi observado
diminuicdo no numero das CGE nos machos e elevacdo dos valores destas células em

fémeas sendo estas diferengas nao significativas.
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Os dados encontrados de cortisol estdo apresentados na Figura 1.

Pode-se observar que os valores de cortisol foram superiores nas fémeas

quando comparadas ao momento zero € aos machos.
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Figura 1- Cortisol plasmatico de matrinxd Brycon amazonicus alimentados
com dieta suplementada ou ndo com probiético composto de

Bacillus subtilis

(Letras iguais nao diferem estatisticamente).

Entretanto, mesmo nado apresentando diferenca estatistica, os

valores encontrados nas fémeas que receberam alimentacdo suplementada

com probidtico foram inferiores as fémeas do controle. Os peixes do

momento zero apresentaram valores inferiores quando comparado aos

demais tratamentos. Carneiro e Urbinati (2002) observaram valores abaixo

aos do presente estudo com matrinxds apds sofrerem o estresse de

transporte. Os autores quantificaram como nivel basal, ou seja, antes do

transporte valor de 136,3+13,93 ng mL™" (13,63ug dL™") valores esse préximo

dos encontrados no momento zero. Ap6s 24 horas do transporte,

encontraram valores de 142,5+15,02 ng mL™(14,25 ug dL™"). Provavelmente,
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apoés 24 horas ja havia passado o “pico” do cortisol. Hoshiba et al. (2009)
testaram o0 manejo de captura em matrinxas e, observaram valores acima de
120 ng mL™ (12,0 pg dL™") sendo esses inferiores aos do presente estudo.
Esta diferenca entre os resultados encontrados podem estar relacionados
com a fase de desenvolvimento dos peixes, sendo que para o transporte
foram utilizados exemplares jovens de matrinxds enquanto que neste estudo
reprodutores apds o estresse de extrusao dos ovos e coleta de sémen.

O estresse usualmente é reportado como causador de efeitos
adversos no desempenho reprodutivo de peixes por meio de alteracées nas
taxas de fecundidade, tamanho dos ovos e desenvolvimento larval. Captura,
confinamento e estresse de manejo inibem ovulagdo em robalo Centropomus
undecimalis e aumentam atresia em Cheildonichthy kumer (Small, 2004).

Embora a maioria dos trabalhos disponiveis na literatura sugira que
o estresse fisiolégico afeta negativamente o processo reprodutivo de
teledsteos por meio da funcdo enddcrina modificada (Pankhurst e Van Der
Kraak, 2000), a relacao entre estresse, cortisol e sucesso reprodutivo ainda
nao esta esclarecido. Neste estudo, foi possivel observar que os peixes que
receberam alimentacdo suplementada com probidtico sofreram menos
interferéncia do estresse na reproducao, pois apresentaram maior nimero de
ovocitos e taxas de fertilizacdo e eclosdo ligeiramente superiores. Além
disso, foi possivel observar que os animais do tratamento com probibtico
apresentaram-se mais calmos nao se debatendo durante a manipulagao.

Com relagdo a glicose, pode-se observar que houve aumento nos
valores quando comparado 0 momento zero com 0s demais tratamentos,

sendo essa diferenca significativa como mostra a Figura 2.
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Figura 2- Glicose plasmatica de matrinxd Brycon amazonicus
alimentados com dieta suplementada ou ndao com
probidtico
(Letras iguais néo diferem estatisticamente).

Os valores de glicose apresentaram-se superiores aos encontrados por
Carneiro e Urbinati (2002) e Hoshiba et al. (2009) que variaram de 40 a 120 mg
dL'e80a115 mg dL, respectivamente. O aumento dos valores de cortisol e
glicose no sangue sao indicadores muito utilizados para expressar condi¢des
de estresse (Morgan e lwana, 1997; Wendelaar Bonga, 1997; Wells e
Pankhurst, 1999), o que sugere que o fato dos animais estarem no periodo
reprodutivo foi situagéo estressante.

A capacidade fagocitica (CF) e indice fagocitico (IF) dos macrofagos estao
representados na Figura 3 e 4. A CF dos macréfagos apresentou diferenca
significativa (p<0,0001) nos animais que receberam dieta suplementada com
probidtico apresentando melhora de quase 50% neste parametro. Isso mostra que

o probidtico apresentou efeito imunocompetente. O IF ndo apresentou diferenga

significativa entre os tratamentos.
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Figura 3 — Capacidade fagocitica dos macréfagos de reprodutores de
matrinxd, Brycon amazonicus alimentados com dieta

suplementada ou ndo com probidtico
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matrinxd, Brycon amazonicus alimentados com dieta
suplementada ou ndo com probidtico
(MZ= momento zero; T1= controle; T2= probiotico)
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Segundo Copolla e Gil-Turnes (2004), os probibticos tém, além de sua
atividade como promotores de crescimento e reguladores de microbiota das
mucosas, efeito imunomodulador, embora a forma de acado seja pouco
conhecida. Segundo os autores, as evidéncias acumuladas sobre os beneficios
decorrentes do uso dos probioticos justificam a necessidade de aprofundar estes
estudos sobre seu modo de acdo, a fim de otimizar sua utilizacdo como
profilaticos, promotores de crescimento e imunoestimulante. Dias et al. (2009)
analisando a capacidade e o indice fagocitico de ras-touro (Lithobates
catesbeianus) na fase de engorda, alimentadas com diferentes probiéticos e
doses, também observou influéncia positiva da capacidade fagocitica desses
animais alimentados com este produto. Entretanto, verificaram que os animais
do controle apresentaram capacidade fagocitica de 48,2 = 4,19 %, enquanto que
nos dos tratamentos que utilizaram probidticos, observou variacao de 66 a 93%
valores préximos ao presente trabalho.

Para o indice fagocitico, entretanto, ndo foram observadas influéncias
significativas, obtendo resultados variando entre 3,39 a 3,93 valores esses acima
do presente trabalho. Franga et al. (2008) testando probidtico em imagos de ras
touro (Lithobates catesbeianus) observaram aumento nos valores da capacidade
fagocitica dos macréfagos sendo que no controle foi observado percentual de
37,17% enquanto que nos demais tratamentos foram verificadas variages de
58,17 a 68,17%. Em relagdo ao indice fagocitico estes mesmos autores
observaram diferenca significativa entre os tratamentos quando comparados ao
grupo controle, sendo que estes valores variaram de 3,28 (controle) e 4,34 a
4,76 nos tratamentos com probibtico, valores estes superiores ao do presente

estudo. Segundo Cross (2002) tem sido demonstrado que os probibticos
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favorecem a atividade fagocitica inespecifica dos macréfagos alveolares,
sugerindo acao sistémica por secrecdo de mediadores que estimulariam o
sistema imune, apesar dos mecanismos pelos quais os probioticos estimulam a
imunidade dos animais ainda ndo estarem esclarecidos. Segundo Coppola e Gil-
Turnes (2004), bactérias do género Bacillus podem estimular a resposta imune e
serem utilizadas como imunomoduladores. Esta habilidade das bactérias
probidticas em modular a imunidade e aumentar o balan¢co microbiano de
microrganismos entéricos comensais, oferece alternativa biologicamente efetiva
para melhorar a saude sem recorrer ao consumo de drogas alopaticas
(Kailasapathy e Chin, 2000).

Os valores dos teores de Extrato Etéreo (EE) no musculo e figado dos
reprodutores encontram-se na Figura 5, mostrando que nao houve diferenca
estatistica entre o EE dos peixes alimentados com probiético. No entanto,
observa-se tendéncia de reducao deste parametro no musculo e figado dos
peixes que receberam o probidtico na dieta. Os resultados das analises de
lipidio do musculo avaliados foram superiores aos descritos por Arbelarez-
Rojas et al. (2002) que observaram valores préximos de 4,0% de lipidios no
musculo de matrinxds com aproximadamente, 200g de peso, criados em
regime semi-intensivo. No entanto, peixes na fase reprodutiva possuem em sua
composi¢ao valores mais elevados de lipidio como fonte de reserva para a
formacgéao dos ovdcitos.

A reducéo dos lipidios no musculo pode ser explicada pela reducao de
absorcao do lipidio na dieta, pois, existe possivel interacdo da bactéria
probidtica com os sais biliares que reduzem a emulsificacdo desses e,

consequentemente, a absorgédo do mesmo (Roos e Katian, 2000)
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Figura 5 — Extrato etéreo (EE) de musculo e figado de reprodutores
de matrinxa, Brycon amazonicus, no Momento Zero (MZ) e

ao final do experimento (base matéria-umida).

Conclusao

v A dieta suplementada com probiético melhora as taxas de fertilizacdo e

eclosao; diminui o estresse e melhora o sistema imunolégico
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Archivos de Zootecnia
Probiético bioencapsulado em Artemia salina na dieta de larvas de

matrinxa Brycon amazonicus

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico de larvas de
matrinxa, Brycon amazonicus, alimentadas com probidtico composto de Bacillus
subtilis bioencapsulado em Artemia salina, em diferentes doses. Os nauplios foram
divididos em seis tratamentos, sendo: T4 = controle (sem adicdo de probibtico), T» =
2,5 g de probidtico, T3 = 5,0 g de probidtico, T4 = 7,5 g de probibtico, Ts = 10,0 g de
probidtico e Tg = 12,5 g de probidtico. As doses utilizadas foram adicionadas por litro
de cultivo 4h antes da alimentacao das larvas. Apos o periodo de sete dias, as
larvas comegcaram a se alimentar de racdo comercial farelada (40%PB) e o
probidtico foi adicionado nas mesmas doses na racdo. Os resultados mostraram
heterogeneidade em relagdo ao crescimento, com aumento do canibalismo,
indicando que na fase larval este processo nado influenciou o desempenho e
crescimento dos peixes.

Palavra-chave: Bacillus subtilis, larvicultura, nauplios

Abstract

The aim of this study was to evaluate the performance of matrinxa
larvae, Brycon amazonicus fed with probiotic compound of bioencapsulated
Bacillus subtilis in brine shrimp at different doses. The nauplii were divided into
six treatments, T1 - control (without probiotic), T2 - 2.5 g of probiotic, T3 - 5.0 g

of probiotic, T4 - 7.5 g of probiotic, T5 - 10, 0 g of probiotic and T6 - 12.5 g of

62



the probiotic. The doses used were added per liter of culture 4 h before feeding
larvae, following the method described by Lomba (2001). After seven days, the
larvae began to feed on commercial feed (40% CP). At this stage the probiotic
was added in equall doses in the diet. The results shown that there were no
significant differences among treatments and matrinxa larvae showed lower
survival rates and heterogeneity in relation to growth.

Key word: Bacillus subtilis, larvae, nauplii

Introducao

A artemia é alimento utilizado na larvicultura de peixes marinhos e
também em larviculturas de agua continental, sendo sua maior vantagem a
praticidade na obtencdo de nauplios e metanauplios, apbs a eclosao de cistos
(Lim et al., 2003). O nauplio é mais eficiente no fornecimento de nutrientes para
as larvas de peixes devido a suas maiores reservas enddgenas de energia. Por
serem filtradores de substancias adicionadas na agua sao considerados
bioencapsuladores (Sorgeloos et al., 2001).

O canibalismo é comportamento natural das espécies de peixes, mas
sua intensidade vai depender de fatores ambientais como, densidade de
estocagem e disponibilidade de alimento (Kestemont et al., 2003). O matrinxa é
predador voraz e logo no inicio do seu desenvolvimento apresenta alto grau de
canibalismo (Gomes et al., 1998). Leonardo et al. (2008) observaram elevada taxa
de canibalismo em experimentos com larvas de matrinx&, nos primeiros dias de
vida, atingindo até 60% das larvas. Por causa deste canibalismo, estes autores

enfatizaram que o maior crescimento das larvas predadoras € explicado pelo alto
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valor nutritivo das presas que estas ingeriram e nao pelo fato da diminuicdo da
densidade de larvas, o que acaba acentuando ainda mais a predacao.

Segundo Senhorini et al. (1998), em estudos na fase larval do matrinxa,
o periodo critico ocorre no momento da transi¢cdo do alimento enddégeno para o
exodgeno e este comportamento foi observado nas incubadoras, quando as
larvas tinham consumido menos de 4 da reserva vitelinica e apresentavam
apenas 32 a 36 horas de idade. Neste mesmo estudo a alimentacéo inicial das
larvas influenciou o crescimento e sobrevivéncia final da larvicultura. Em outro
estudo com larvas de matrinxd quando mantidas em aquarios nao foi
observado efeito da densidade de estocagem de 1,5 a 13 larvas por litro no
crescimento e sobrevivéncia. Por outro lado, estudos com larvas de outras
espécies de peixes mostraram que a proporcdo de 1:5 na quantidade de
predador e presas foi mais adequado (Ceccarelli e Volpato, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico de larvas
de matrinxa, Brycon amazonicus, alimentadas com probiético composto de

Bacillus subtilis bioencapsulado em Artemia salina em diferentes doses.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratério do Polo Regional do Vale do
Ribeira — APTA — SAA, em Pariquera-Acu, SP. Para isso foram utilizadas 24
caixas plasticas com capacidade de 20L (Figura 1), cuja densidade de
estocagem foi de 10 larvas L' totalizando 200 larvas por caixa. Foram
empregados seis tratamentos, sendo: Ty = controle (sem adicdo de probibtico),
T, = 2,5 g de probidtico, T3 = 5,0 g de probibdtico, T4 = 7,5 g de probidtico, Ts =

10,0 g de probiético e Tg = 12,5 g de probidtico com quatro réplicas simultaneas.
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Inicialmente, o probidtico foi administrado por enriqguecimento do alimento
vivo (Artemia salina) (Figura 2). Os cistos de artémia foram hidratados por uma
hora em agua doce, depois incubados por 24 horas em agua salgada, com
aeragao e iluminagao constante. Apés a eclosao, os nauplios foram separados
dos cistos e colocados por 12 horas em recipientes com agua salgada,
aeracdo, emulsdo enriquecedora e 4 horas antes da alimentacdo as
respectivas doses de probidticos foram colocadas segundo metodologia
descrita por Lomba (2001). Os nauplios foram fornecidos para as larvas de
matrinxa em cinco alimentagdes diarias: 8:00, 11:00, 14:00, 17:00, 20:00 horas,
sendo que somente na ultima alimentacao foi fornecido o dobro de nauplios em
relacao aos demais. Cada aquario recebeu inicialmente 40 mil nauplios por dia,
com aumento progressivo de até 122 mil nduplios por dia. O controle recebeu
apenas A. salina.

Apdés 4 horas da suplementacdo de probidtico nas artemias eram
verificadas sob microscopia de luz comum se as mesmas continham bactérias no
trato digestério. O mesmo procedimento era realizado no grupo controle para
verificar se nao tinha ocorrido contaminacao pelas bactérias probibticas.

Apéds o periodo de sete dias, a alimentacdo das larvas foi gradativamente
substituida por racdo comercial farelada (40%PB), com probiético (em po)
adicionado nas mesmas doses, mas diretamente a ragdo e homogeinezado.
Foram fornecidos 10% peso vivo de ragéo por larva, cinco vezes ao dia.

Para determinacao dos parametros zootécnicos foram realizadas coletas
de larvas de matrinxd a cada trés dias quando foram aferidos o peso (mg),
comprimento total (mm), taxa de crescimento especifico (CE (% por dia) = 100

X [(In peso final — In peso inicial)/dias]), segundo Jobling (1994). A
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sobrevivéncia final de larvas (%) foi calculada a partir da seguinte férmula: S
(%) = (NF/NI) x 100 (NI = ndmero inicial de larvas; NF = numero final de

alevinos), segundo Senhorini et al. (1998).

Figura 1 — Disposicdo das caixas, no laboratério de larvicultura utilizado
durante a realizagdo do experimento com matrinxa, B.
amazonicus suplementados com probiético

Figura 2 - Enriquecimento de Artemia salina com probibticos
durante a realizacdo do experimento com matrinxa,
B. amazonicus
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Também foram avaliados, a cada trés dias, os parametros fisicos e
quimicos da agua das caixas como: pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
condutividade elétrica.

Para verificar a diferenca entre as médias dos tratamentos foi realizada
analise descritiva das variaveis em termos de seus valores de tendéncia central
e dispersdo (Berqud et al., 1981). Foi realizado o teste de Bartlestt’'s para
verificar a homocedasticidade e normalidade dos dados e o teste de Tukey

para verificar a diferenga entre os tratamentos (Zar, 1999).

Resultados e discussao

Os parametros fisicos e quimicos da agua entre os tratamentos e ao
longo do experimento ndo apresentaram diferencas que pudessem interferir nos
resultados obtidos, pois 0s mesmos permaneceram dentro do limite estabelecido

para conservacao da vida aquatica (Sipauba-Tavares, 1995) (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo das variaveis fisicas e quimicas da agua

durante o experimento

Oxigénio Dissolvido Condutividade.

Tratamentos pH T(2C) Elétrica
(mg L") (%Sat) (1S cm")

T4 8,00+0,17 29,2+2,25 6,24+0,40 81,1315,61 201,6716,72

T2 7,9610,14 29,242 32 5,82+0,59 75,88+7,38 209,88+2,10

Ts 7,9310,11 29,2+229  6,05+0,69 78,68+9,39 202,42+9,06

T4 8,01+0,15 29,2+2,34 6,2610,52 81,92+7,73 203,75+10,75

Ts 7,9910,14 29,2+2 41 6,18+0,51 80,68+7,43 203,67+10,08

Te 7,9810,16 29,2+2,34 6,04+0,77 78,82+9,53 197,42122 44
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Os valores em ganho de peso obtidos durante o experimento estdo
apresentados na Tabela 2 e Figura 3, sendo que 0s mesmos nao apresentaram
diferencas significativas. Pode-se observar que os peixes do Ts (5,0 g L™ de
cultivo de A. salina ou 5,0 g Kg' de racdo) apresentaram médias de peso
superiores quando comparado com o0s animais dos outros tratamentos. Nesta
fase de larvicultura, o matrinxd mostrou heterogeneidade em relacdo ao
crescimento nos tratamentos e baixa sobrevivéncia (Tabela 3) evidenciando que a
espécie nao apresentou bom desempenho em alta densidade de estocagem,

guando mantidas em pequenos volumes de agua no laboratério.
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Figura 3 — Valores médios de peso das larvas de matrinxa, Brycon
amazonicus alimentados com probidtico em diferentes
doses

Segundo Gomes et al. (1998), larvas de matrinxd mantidas em altas
densidades de estocagem apresentaram reducdo de crescimento em
experimentos conduzidos em tanques de terra. Pode-se observar que as larvas
do Ts (5g.kg™) apresentaram maiores ganhos em peso e taxas de crescimento
especifico embora esta diferenga nao tenha apresentado valores significativos.

O comportamento de canibalismo das larvas foi descrito por Smith e Reay
(1991) em 36 familias de peixes. Trabalhando com larvas de matrinxa, Leonardo
et al. (2008) observaram taxa de canibalismo variando de 50 a 60%, valores
esses inferiores aos encontrados no presente trabalho. Katavic et al. (1989)
atribuiram o canibalismo a alimentagdo inadequada, pouca frequéncia de
alimentacao e alta densidade de estocagem. No presente estudo a alimentagéao
foi adequada na fase inicial de criagdo sendo ofertada a cada 3 horas, portanto,
descartando estes dois fatores (alimentacdo inadequada e baixa frequéncia

alimentar) como causadores do alto indice de canibalismo. A alta densidade de
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estocagem em caixas provavelmente provocou este elevado indice de
canibalismo. Segundo Kestemont et al.(2003) o crescimento heterogéneo inicial
induz ao canibalismo em que o0s peixes maiores predam os menores.

Experimentos realizados com ra-touro, Rana catesbeiana, testando dois
probidticos comerciais mostraram que os mesmos induziram os melhores
indices zootécnicos (Dias et al., 2008). Em girinos de Rana catesbeiana, recém
eclodidos, suplementados com quatro probidticos comerciais, Franga (2007)
observou maior mortalidade nos animais do controle e com relagdo ao ganho
de peso os diferentes tratamentos ndo apresentaram diferenca.

Diante do exposto, acredita-se que muito ainda tem que ser pesquisado

no que tange a larvicultura de espécies de peixes migradores.

Conclusoes
O probidtico ndo favoreceu o desempenho de matrinxas, B. amazonicus

em alta densidade de estocagem.
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Aquaculture
Probiético composto de Bacillus subtilis no desempenho produtivo de

matrinxa, Brycon amazonicus, mantidos em tanques-rede

Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito do probidtico comercial composto de Bacillus
subtilis no desempenho produtivo e composicdo quimica corporal de matrinxa,
Brycon amazonicus, mantidos em tanques-rede. O produto foi adicionado na ragéo
comercial (32% PB, 7% FB, 6,5% EE) nas doses de 5 e 10 g kg™ acrescido de 2% de
6leo de soja, para protecao do pelete com probiético. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés tratamentos e quatro réplicas simultaneas. Foram
calculados o ganho em peso (GP), conversao alimentar aparente (CAA), taxa de
crescimento especifico (TCE), biomassa final (BF) e também analisados o extrato
etéreo (EE) do figado e musculo e a composicdo centesimal do peixe inteiro. Os
resultados mostraram que os animais do controle (T1) apresentaram, a partir da 22
biometria, médias de peso inferiores 0 que foi mantido até o final do experimento. Os
peixes dos tratamentos que receberam o probidtico apresentaram-se 7,17 € 9,77%
maior no peso final em relacao ao tratamento controle, respectivamente, para 5 e 10g
kg". O EE dos musculos dos peixes alimentados com probiético apresentaram ligeira
diminuicdo em sua porcentagem aos 42 dias de alimentacdo, quando comparados
com o controle. Aos 84 dias de experimento, quando comparados o controle com o
tratamento de 5g de probidtico pode-se observar aumento na porcentagem de EE e
no tratamento de 10g diminuicido nos valores. O probidtico Bacillus subtilis,

suplementado na dieta de matrinxa, promove aumento no ganho de peso e
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consequentemente na TCE e melhora na CAA. A dose de 10g de probibtico por quilo
de racao reduz a deposicao de lipidios no muasculo.

Palavra chave: Produtividade, promotor de crescimento, tanque-rede

Abstract

The aim of the experiment was to evaluate the effect of commercial probiotic
compound of Bacillus subtilis on growth performance and body composition of
matrinxd, Brycon amazonicus, kept in cages. The product was added to the
commercial feed (32% CP, 7% CF, 6,5% EE) at doses of 5 and 10 g kg™ plus 2%
soybean oil to protect the pellets with probiotic. The experimental design was
completely randomized design with 3 treatments and 4 replicates at a time. Weight
gain (WG), feed conversion ratio (FCR), specific growth rate (SGR), final biomass (FB)
were calculeted and ether extract (EE) of the liver and muscle and composition of
whole fish were analyzed. The results showed that animals in the control group (T1)
showed, from the 2nd biometrics, means of weight remained below that until the end
of the experiment. The fish that received the probiotic had 7.17 and 9.77% higher final
weight compared to control treatment, respectively for 5 and 10 g kg-1. EE muscles of
fish fed probiotic showed slightly decrease in their percentage in 42 days of feeding,
compared with the control. At 84 days of experiment, comparing control treatment with
5g of probiotic, was observed an increase in the percentage of EE and treatment of
10g decline in values. The probiotic Bacillus subtilis supplemented in the diet promotes
an increase in weight gain and hence improves the SGR and the FCR. A 10g dose of
probiotic per kg of diet reduces lipid deposition in muscle.

Keywords: Productivity, growth promoter, cage
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Introducao

Nos ultimos anos tem-se intensificado o niUmero de pesquisas voltadas a
utilizagdo de alimentos funcionais e de substancias quimicas que promovam o
aumento da eficiéncia alimentar e da taxa de crescimento dos peixes (Oliveira
et al., 2002), aumento da resisténcia do animal as doencas infecciosas
(Barbosa et al., 2005) e a reducédo do uso de antibidéticos como promotores de
crescimento (Kesarcodi-Watson et al., 2008).

Dentre os alimentos funcionais, ou seja, alimentos que fornecem a nutricao
basica e a melhora da saude dos peixes encontram-se os probiéticos, que sao
suplementos alimentares compostos de microorganismos vivos que beneficiam a
saude do hospedeiro, por meio do equilibrio da microbiota intestinal (Fuller,
1989). Em sua maioria sdo produtos preparados com Lactobaccillus acidophillus,
Streptococcus faecium, Bacillus subtilis e, em alguns casos, leveduras
(Verschuere et al., 2000; Wang et al., 2008). Segundo Verschuere et al. (2000)
probidticos podem ser definidos como microorganismos vivos adjuvantes que
tem efeito benéfico no hospedeiro, modificando a relagdo microorganismo /
hospedeiro ou a prépria comunidade microbiana, por propiciar melhora na
absorcdo dos alimentos ou aumentando seu valor nutricional. Além disso,
esses beneficios podem ser pela melhora da resposta do hospedeiro as
doencas ou melhorando a qualidade da microbiota.

O mecanismo de agao dos probidticos pode ocorrer por exclusao
competitiva (Ozawa et al., 1978; Vine et al., 2004), competicdo por locais de
adesao no aparelho digestério (Watkins e Miller, 1983; Yan et al., 2002), por
estimulo da imunidade (Inooka et al., 1986; Son et al. 2009), maior producéo de

acido latico (Fuller, 1977), diminuicdo da producao de aminas toxicas, aumento
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da disponibilidade de aminoacidos nos locais de absorcdo (Kozasa, 1989),
economia de energia e também pelo aumento da disponibilidade de vitaminas e
enzimas (Fuller, 1989).

A digestao dos alimentos pode ser afetada devido ao funcionamento ideal das
células das vilosidades intestinais que absorvem os nutrientes com maior eficiéncia
quando bactérias benéficas estdo presentes, como observado em frangos de corte
(Silva, 2008) e peixes (Hisano et al., 2006). Existe também, a possibilidade das
bactérias aerdbicas associadas ao trato gastrintestinal de peixes produzirem
enzimas digestivas que facilitam a digestdo do alimento (Bairagi et al., 2002).

O uso convencional de antibi6ticos, como promotores de crescimento, tem
limitado o sucesso na prevencao e cura de doencas de organismos aquaticos
(Subasinghe, 1997). No entanto, os testes com probibticos na aquicultura vém
apresentando resultados promissores na criacao de larvas, pds-larvas e juvenis de
peixes, moluscos, crustaceos (Planas e Cunha, 1999; Verschuere et al., 2000;
Kesarcodi-Watson et al., 2008) e ras-touro, Rana catesbeiana (Dias et al., 2008)
sendo possivel substituir os antibidéticos como promotor de crescimento. Os
géneros dos probidticos mais utilizados com sucesso na criacao de peixes de
agua continental sdo as bactérias Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus,
Enterococcus e leveduras Saccharomyces (Verschuere et al. 2000; Wang et al.,
2008; Aly et al., 2008, Lara-Flores et al., 2003; Meurer et al., 2006 e 2008).

O Bacillus subtilis tem sido testado em peixes como bactéria probiotica e
mostrou capacidade inibitéria in vitro do crescimento de Aeromonas hydrophila e
quando suplementado na alimentacao da tilapia-do-Nilo foi eficaz como promotor

de crescimento, além de aumentar a imunidade (Aly et al., 2008).
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Objetivou-se com este experimento avaliar o efeito do probiético comercial
composto de Bacillus subtilis no desempenho produtivo € na composicao

quimica corporal de matrinxa Brycon amazonicus mantidos em tanque-rede.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Pélo Regional do Vale do Ribeira — APTA,
SAA, no municipio de Pariquera-agu — SP/Brasil. Foram utilizados 960
matrinxas, B. amazonicus, com peso meédio 39,83 = 8,18 g e comprimento
médio 14,6 £ 1,0 cm, divididos em 12 tanques-rede de 2,7m?3 (1,5x1,5x1,2m)
instalados em trés viveiros escavados de 600 m? cada (espelho d’agua),
profundidade média de 1,50 m, vazdo de 15 L min™ (Figura 1). Os tratamentos
foram constituidos por: T1 = Controle (racao 32% PB, 7% FB, 6,5% EE) sem
adicdo de probidtico, T2 = 5g de probidtico kg ' de ragdo e T3 = 10g de
probidtico kg' de ragcdo. O probidtico comercial contendo 10° UFC g
(Unidades Formadoras de Colbnias) em pé (liofilizado) foi homogenizado na
racdo em misturador e adicionado 2% de 6leo de soja (inclusive na racao do
controle) para incorporacdo do probidtico ao pelete. As racdes testes foram
previamente pesada e fornecida duas vezes ao dia (8:00 e 16:00 horas),
inicialmente 7% do peso vivo por dia e gradativamente reduzindo de acordo
com a observacdo do consumo dos peixes. Foram realizadas analises
microbiolégicas das racdes todas as vezes que eram feitas as misturas para
verificar a dose de probiético adicionado na ragdo. Também foram realizadas
anadlises de lipidio na ragcdo para confirmar que a quantidade de dleo

adicionado nao desbalanceava o alimento.
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Figura 1 — Preparagéo dos tanques-rede nos viveiros escavados
para inpl_antagéo do experimento de probidtico com B.
amazonicus
Foram realizadas biometrias (peso e comprimento) a cada 21 dias e ap6s
84 dias de experimento para avaliar ganho em peso (GP), taxa de crescimento
especifico (TCE), sobrevivéncia (S), conversdao alimentar aparente (CAA) e
biomassa inicial (Bi) e final (Bf) (para calculo da Bf foram somados os peixes
abatidos nas biometrias intermediarias mais o peso final de todos os peixes). No
mesmo periodo, foram coletados oito peixes de cada tratamento que foram
eutanasiados por aprofundamento do estado anestésico e dissec¢cdo medular
para coleta do figado e de musculo (dorsal superior a 2,0 cm do opérculo
esquerdo). Os fragmentos foram mantidos a -10°C e, posteriormente, enviados
para analises de extrato-etéreo. Também foram coletados dez peixes inteiros de
cada parcela para as andlises de matéria-seca (105°C até peso constante),
proteina-bruta (método de Kjeldhal), extrato-etéreo (método de Soxhlet) e cinza
(mufla 550°C), segundo AOAC (1984) no Laboratério de Analises em Nutricao

Animal (LANA) UNESP/FCAVJ — Jaboticabal-SP.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
comparados segundo teste de Tukey. Os dados em porcentagem foram
previamente transformados pela férmula y=arcosenovx (Mendes, 1999),

para posterior avaliacao.

Resultados e Discussao

N&o houve diferencas significativas no peso final (PF), biomassa final (Bf),
comprimento final (Cf) e sobrevivéncia (S) (Tabela 1). O GP dos peixes
alimentados com probidticos foi crescente conforme o aumento da concentragao
de probidtico.

Os valores de CAA dos matrinxas apresentaram diferengas entre
tratamentos (P<0,05) sendo a melhor nos animais do T2 (5g/kg) e nao diferiu
dos peixes do T3 (10g/kg). A TCE dos matrinxas do T2 nao diferem dos valores
dos peixes dos outros tratamentos (T1 e T3), mas os peixes do T3 apresentaram

valores ligeiramente superiores em relacao ao T1.
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Os parametros avaliados mostraram que o probidtico proporcionou aumento nos
valores de crescimento aumentando a eficiéncia de transformagao do alimento em peixe.
Os motivos para tal melhora nos parametros zootécnicos podem ser devido ao aumento
da disponibilidade de aminoacidos nos locais de absorcao (Kozasa, 1989) e também pelo
aumento da disponibilidade de vitaminas e enzimas (Fuller, 1989)

Os valores da CAA apresentaram diferencas entre tratamentos (P<0,05), sendo
que nos peixes do grupo T2 foi observada a melhor taxa diferindo do T1, valores
esses mais elevados que os descritos por Brandao et al. (2005) que testaram
densidades de estocagem do matrinxd em tanques-rede, obtendo valores médios de
1,3 para CAA e peso final de aproximadamente 70g. Essa diferenca entre os
valores encontrados por estes autores podem ser devidos a fase de
desenvolvimento que os animais se encontravam (fase juvenil). Utilizando-se o
indice de comparacao relativa observa-se que o probidtico promoveu melhora da
CAA de 6,30 (T2) e 7,14% (T3) quando comparado ao T1. Os valores de biomassa
final ndo apresentaram diferengas estatisticas (P>0,05) entre tratamentos.

Em relacdo a sobrevivéncia, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos. No entanto, observou-se menor valor numérico dos peixes alimentados
com probidticos no final do experimento. Embora esta maior mortalidade tenha ocorido
nos animais alimentados com racdo suplementada com probidtico, esses peixes
apresentaram GP superior.

Na Figura 2 pode-se observar que os animais do T1 apresentaram a partir da 22
biometria peso inferior, permanecendo este comportamento até o final do experimento.
As andlises estatisticas mostraram que a dose de 5 g kg ™' foi suficiente para promover
peso individual médio superior, a partir da segunda biometria. Provavelmente, no periodo
de 21 dias (primeira biometria), ndo houve tempo suficiente para a atuacao do probidtico

como promotor de crescimento. Os tratamentos que receberam o probidtico
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apresentaram 7,17 e 9,77% maior no peso final em relacdo ao tratamento controle,

respectivamente, para 5 e 10 g kg ™.

300,00 ~
250,00 ~
200,00 ~

150,00 -

Peso (g)

100,00 ~

50,00 A

0,00

Inicio 12 Biom. 22 Biom. 32 Biom. 42 Biom.

|——T1 = T2 - T3]

Figura 2 — Pesos médios de matrinxds, Brycon amazonicus alimentados com
racao suplementada ou ndo com probidtico composto de Bacillus
subtilis.

(T1 = controle; T2 = 5g probidtico kg™ ragdo; T3 = 10g probiético kg™ racéo)

Dias et al. (2008), testando dois probioticos comerciais nas mesmas doses do
presente trabalho em ras touro, verificaram diferengas significativas entre os animais
tratados com probidticos quando comparados com o controle. Entretanto, ndo foram
observadas diferengas entre as doses e os produtos utilizados. Franca et al. (2008)
testando 0 mesmo probi6tico em imagos de ras-touro com trés doses, notaram maior
ganho em peso nos animais tratados com probidtico nas diferentes doses, mas essa
diferengca também nédo se mostrou significativa. Lara-Flores et al. (2003), utilizando
dois tipos de probidticos (Saccharomyces cerevisiae e mistura de Streptococcus

faecium e Lactobacillus acidophilus) em um nivel de inclusdo 0,1% (1g kg™) para

alevinos de tilapia, com trés semanas de idade, concluiram que o Saccharomyces
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cerevisiae proporcionou melhor desempenho apds um periodo de nove semanas de
cultivo.

Nas analises de EE do mdusculo (Figura 3) na 12 coleta (42 dias de
alimentacdo), pode-se observar diminuicdo nos valores desta analise quando
comparados os valores encontrados nos dos peixes do T1 com o0s demais
tratamentos, sendo essa diferenca significativa (P=0,008). Entretanto, na 22 coleta
(final do experimento) pode-se notar reducdo significativa da porcentagem de EE

nos peixes do T3 em relagdo ao T1 e T2 (P=0,005).
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7,382 T8,582
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12 coleta 22 coleta
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Figura 3 — Média percentual de extrato etéreo (EE) do musculo de
matrinxa, Brycon amazonicus apés 42 (12 coleta) e 84 dias
(2% coleta) de alimentacdo com probi6tico criados em

tanques-rede (base matéria-umida).
(T1 = controle; T2 = 5g probiético kg™ racao; T3 = 10g probidtico kg™ ragéo)

A reducdo dos lipidios no musculo pode ser explicada pela reducado de
absorcdo do lipidio na dieta, pois, existe possivel interacdo da bactéria probidtica

com os sais biliares que reduzem a emulsificacdo desses e, consequentemente, a
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absorcdo do mesmo (Roos e Katian, 2000). As bactérias probidticas possuem, em
sua composicdo, os chamados polissacarideos ndo amilaceos, que aumentam a
viscosidade do quimo no intestino, protegendo o alimento contra ataques de
enzimas digestivas, diminuindo a digestibilidade da gordura pela inativacao dos sais
biliares e aumentando a secrecdo pancreatica de enzimas. Essas bactérias
aumentam a passagem do alimento pelo trato gastrointestinal e o nimero de
microrganismos (Campbell et al., 1983).

Outro motivo para a diminuicdo do lipidio muscular seria o aumento da
absorcdo de aminodcidos com a adicdo dos probidticos causando melhor
balanceamento (relacao energia digestivel x proteina digestivel) da dieta e, com isto,
reduzindo os lipidios (Kozasa, 1989). A absor¢do dos aminoacidos da dieta sdo mais
bem aproveitados pelo animal, pois, 0os microrganismos probidticos evitam a
competicao pelos patdogenos, aumentando a disponibilidade destes nutrientes, além
dos carboidratos e minerais (Guillot, 2000; Robles-Huaynate et al., 2007).

Kalavathy et al. (2006) trabalhando com aves de corte alimentadas com
cultura de Lactobacillus spp. observaram reducdées na concentracdo de lipidio
muscular de 0,89 para 0,70% e no figado de 3,50 para 2,88%. Segundo Santoso et
al. (1999) que pesquisaram a agao do Bacillus subtilis em dietas para aves de corte,
a reducgéao do lipidio poderia ser devido a reducdo da agdo da enzima acetil CoA
carboxilase que catalisa a sintese de 4cidos graxos.

Com relagao ao EE do figado, ndo foram encontradas diferencas significativas

entre os tratamentos tanto na 12 (P=0,84) quanto na 22 coleta (P=0,73) (Figura 4).
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Figura 4 — Média percentual de extrato etéreo (EE) do figado de matrinxa,
Brycon amazonicus, ap6s 42 dias (12 coleta) e 84 dias (22
coleta) de alimentacao com probidtico criados em tanques-rede
(base matéria-umida).

(T1 = controle; T2 = 5g probiético kg™ racdo; T3 = 10g probidtico kg™ ragio)

As andlises de EE dos peixes inteiros, realizadas ao final do experimento
(Tabela 2) nao mostraram diferencas significativas entre tratamentos,
provavelmente, devido a grande quantidade de gordura nas visceras que nao
permitiu a deteccéo das diferengas encontradas no musculo.

Visualmente, podia se notar que as visceras dos peixes avaliados
apresentaram grande quantidade de lipidios, confirmando sua presenca nas analises
quimicas. Segundo Arbelarez-Rojas et al. (2002), esta espécie com
aproximadamente 200g possui 11,00% de EE, 15,5% de PB e 4,5% de cinza. Neste
trabalho foi determinada a concentragdo média de 22,00% de lipidios, valores esses
acima dos encontrados na literatura. Estes niveis elevados podem ser devido a dieta

fornecida, com altos niveis protéicos (32% proteina-bruta) e energéticos (4.196kcal
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kg" - valor calculado), além da alimentagdo ad libitum, que para esta espécie em
tanques-rede pode gerar consumo em excesso, confirmando portanto, acimulo da

energia, na forma de lipidios nos musculos, visceras e figado.

Tabela 2. Médias e desvio padrdo da umidade (UM), matéria-mineral (MM),
proteina-bruta (PB), extrato-etéreo (EE) de matrinxd B. amazonicus
(peixe inteiro) alimentados com doses de probidtico (base matéria-

umida)
Analises (%)
Tratamentos
Uum MM PB EE
T1 59,28 +3,26 2,33 + 0,51 1550 +1,60 21,48 +1,69
T2 58,21 +2,08 2,22+0,75 16,49+1,22 22,05+1,53
T3 58,00+1,88 2,10+0,68 16,55+0,99 22,49+1,15

(T1 = controle; T2 = 5g probiético kg™’ racdo; T3 = 10g probidtico kg™’ racéo)

Conclusoes
v' O probiético Bacillus subtilis suplementado na dieta de matrinxd melhora o
desempenho produtivo;
v" A dose de 10g de probiotico por quilo de racédo reduz a deposicao de lipidios

no musculo.
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Aquaculture Research

Aspectos hematologicos e atividade fagocitica do matrinxa Brycon

amazonicus alimentados com racao suplementada com probioético

Resumo

Objetivou-se com este experimento avaliar o efeito do probidtico comercial composto
de Bacillus subtilis nos parametros hematoldgicos e atividade fagocitica dos
macréfagos de matrinxa, Brycon amazonicus, mantidos em tanques-rede. O produto
foi adicionado na racdo comercial nas doses de 5 e 10 g kg™ acrescido de 2% de
6leo de soja, para protecao do probidtico ao pelete. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com trés tratamentos e quatro réplicas simultaneas. Para
as analises hematoldgicas utilizaram-se oito peixes por tratamento, os quais foram
anestesiados e retiradas aliquotas de sangue por puncdo caudal para as
determinagées de: numero total de células, contagem diferencial e total dos
leucdcitos, contagem de trombdécitos, hematdcrito, taxa de hemoglobina, cortisol e
glicose. Calculou-se o volume corpuscular médio e a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média. Outros oito matrinxds do mesmo lote foram utilizados para a
avaliacao da atividade fagocitica dos macréfagos. Os resultados mostraram que os
probidticos alteraram os parametros hematolégicos, o cortisol e a glicose e
melhoraram a atividade fagocitica dos macré6fagos.

Palavra-chave: Bacillus subtilis, migracao macréfagos, hematologia, cortisol, glicose
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Abstract

The aim of this experiment was to evaluate the effect of commercial probiotic
composed of Bacillus subtilis in blood parameters and the phagocytic activity in
macrophages matrinxa, Brycon amazonicus, kept in cages. The product was added
to the commercial feed at doses of 5 and 10 g kg-1 plus 2% soybean oil, to protect
the pellets. The experimental design was completely randomized with three
treatments and four replicates simultaneously. For the hematological analysis were
used eight fish per treatment, which were anesthetized and, aliquots of blood were
taken by puncturing the caudal vessel to determine number of total cells, differential
count and total leukocyte, thrombocyte count, hematocrit, hemoglobin, cortisol and
glucose. The mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin
concentration were calculated. Eight other matrinxas from the same batch were used
to evaluate the macrophages phagocytic activity. The results showed that probiotics
alter the hematological, cortisol and glucose parameters and improved the
macrophages phagocytic activity.

Key words: Bacillus subtilis, macrophage migration, hematology, cortisol, glucose

Introducao

O género Brycon, pertencente a familia Characidae, € considerado um dos
mais numerosos géneros de caraciformes neotropicais, contando mais de 60
espécies nominais, das quais, aproximadamente 40 distribuem-se pela América
Central e do Sul (Howes, 1982). Entretanto, 0 mesmo autor afirma que Brycon
amazonicus se restringe a Bacia Amazodnica. Esta espécie possui denticao forte,
carne saborosa, podendo atingir até 50 cm de comprimento. Geralmente
apresentam coloracdo olivacea-dourada e as nadadeiras caudal e anal

avermelhadas (Romagosa et al., 2001).
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Nos ultimos anos, tem-se intensificado o numero de pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de alimentos funcionais e de substancias quimicas que promovam
0 aumento na eficiéncia alimentar e na taxa de crescimento dos peixes (Oliveira et
al., 2002). Dentre os alimentos funcionais, ou seja, alimentos que fornecem a
nutricdo basica e a melhora da saude de peixes encontram-se os probioticos. Esses
elementos possuem potencial para promover a saude por meio de mecanismos nao
previstos pela nutricdo convencional (Sanders, 1998; Castro, 2003).

O conceito de probiético tem mudado através do tempo. Para Fuller (1989), séo
suplementos alimentares compostos de microorganismos vivos que beneficiam a
saude do hospedeiro, por meio do equilibrio da microbiota intestinal. Os probidticos, em
sua maioria sdo produtos preparados com Lactobaccillus acidophillus, Streptococcus
faecium, Bacillus subtilis, e em alguns casos, leveduras (Guzman, 1992). Os probidticos
sdo ingredientes ndo digeriveis incorporados aos alimentos no sentido de selecionar
determinadas bactérias da microbiota intestinal, por meio de sua atuagdo como substrato
seletivo no nivel do célon (Ziemer e Gibson, 1998; Lee et al., 1999).

Hematologia é o estudo do sangue ou a soma dos conhecimentos sobre o
sangue e, grande parte das informagbes, consiste em medidas de valores de
parametros em condicdes organicas normais e anormais. A aplicagdo da
hematologia em pesquisa animal € bem aceita e considerada como procedimento de
rotina em métodos de diagndsticos (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).

Varios autores enfatizam que os conhecimentos das anormalidades existentes
no sangue e 6érgaos constituem meio valioso e seguro na avaliagdo das condigdes
bioldgicas, bioquimicas e patolégicas nos peixes (Ribeiro et al., 1999, Ranzani-Paiva e
Silva-Souza, 2004). O conhecimento da composigdo sanguinea tem importancia
fundamental na avaliacdo das condigdes fisiolégicas e estado nutricional dos peixes

(Ranzani-Paiva et al., 2005).
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O efeito de probidticos sobre a imunidade tem induzido grande numero de
pesquisas, sendo a maioria realizada em mamiferos (Coppola e Gil-Turnes, 2004),
apesar de ainda ndo estar esclarecido como estes atuam (Cross, 2002). Este efeito
pode estar relacionado a capacidade de os microrganismos do probiético interagirem
com as placas de Peyer e as células epiteliais intestinais, estimulando linfécitos B
produtores de IgA e a migracao de linfocitos T (Perdigén e Holgado, 2000). Também
tem sido demonstrado que os probidticos favorecem a atividade fagocitica
inespecifica dos fagocitos alveolares sugerindo acdo sistémica por secrecdo de

mediadores que estimulariam o sistema imune (Cross, 2002).

Na aquicultura, ha interesse especial em aumentar a resisténcia as doengas com
incremento da atividade fagocitica das células de defesa. O aumento da atividade
fagocitica de antigenos bacterianos € induzida pela liberagéo de patdégenos mortos ou
de seus produtos e pela aplicacao de imunoestimuladores e adjuvantes como descrito
por Roitt et al. (1998). Esses imunoestimulantes aumentam a mobilizacdo enzimatica
de neutrofilos (Siwicki et al., 1998), que possuem grandes quantidades de peroxidase
(Ellis, 1997), uma enzima lisossémica presente nas células fagociticas e que promove
a oxidacdo de certos compostos pelo perdxido de hidrogénio no processo de
fagocitose (Oliveira et al., 1997).

Na aquicultura estdo sendo utilizados testes de ativacdo e de incremento da
migracéo de fagodcitos, com intuito de verificar a capacidade imunologica dos animais
frente a um desafio. Esta metodologia, descrita por Silva et al. (2002; 2005) que
verificaram a capacidade fagocitica e o indice fagocitico em peixes antarticos, também
estd sendo utilizada para outros organismos aquéticos como o robalo Centropomus
parallelus (Ranzani-Paiva et al., 2008) e a ra-touro Rana catesbeiana (Dias et al., 2009).

De acordo com o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros

hematol6gicos (hemograma, glicemia e cortisol) e atividade imunoldgica inespecifica
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dos macrofagos de matrinxd Brycon amazonicus alimentados com probiético

composto de Bacillus subtilis.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Pdlo Regional do Vale do Ribeira, no
municipio de Pariquera-Agu — SP/Brasil. Foram utilizados 960 alevinos de matrinxa
com peso médio 39,83 + 8,18 g e comprimento médio 14,60 = 1,00 cm divididos em 12
tanques-rede de 2,7m® (1,5x1,5x1,2m) instalados em trés viveiros externos,
devidamente preparados, com area de 600 m?, profundidade média de 1,50 m, vazio
igual a 15 L min™. Os tratamentos foram constituidos por: T1 — Controle (ragdo 32% PB
sem adicédo de probiético), T2 — 5g de probiético kg ' de ragdo e T3 — 10g de probidtico
kg™ de ragdo. Foram realizadas coletas de sangue no 42° e 84 dia do experimento.

Para as analises hematoldgicas foram utilizados 8 matrinxds de cada
tratamento com peso médio de 262,12 = 31,95 g e comprimento médio de 25,45 +
0,85 cm. Os animais foram anestesiados com benzocaina (10 mg L) e, retirada
aliquotas de sangue por puncdo do vaso caudal, com auxilio de seringas
descartaveis, heparinizadas para as determinagdes de:

a) numero total de células, contado em camara de Neubauer, utilizando-se solugao
de Hayem como diluente;

b) contagem diferencial e total dos leucécitos e contagem de trombdcitos pelo
método indireto segundo Hrube e Smith (1998) em extensdes sanguineas coradas
pelo May-Grinwald-Giemsa, segundo Rosenfeld (1947);

c¢) hematdcrito, pelo método do microhematdcrito;

d) taxa de hemoglobina, pelo método da cianometahemoglobina;
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Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do hematécrito (Ht) e do
namero de eritrocitos (Er) foram calculados os indices hematimétricos absolutos:
volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média.

Com o plasma foram realizadas analise de cortisol por meio de kit de ELISA e
a glicemia utilizando-se kit da Labtest®.

Outro grupo de oito animais dos mesmos tratamentos anteriores foi utilizado
para a avaliacdo da atividade fagocitica dos macréfagos. Os peixes foram
anestesiados com benzocaina, em seguida, injetados na cavidade celomatica 3 mL
de solucdo de levedura na concentragcdo 11.000 células mm™ de Saccharomyces
cerevisiae. Apds os periodos de incubagdo, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento do estado anestésico e dissec¢cdo medular, a cavidade celomatica
foi lavada com 3 mL de solu¢do de PBS (Phosphate Buffered Saline — pH 7,2) e 0
liquido foi aspirado com pipeta Pasteur. O lavado foi centrifugado a 1500 rpm (251,5
X g) por 5 min com o sobrenadante desprezado. Este material sedimentado foi
utilizado para a determinacdo da capacidade fagocitica (CF = n° de macréfagos
fagocitando/100 macréfagos) e do indice fagocitico (IF = n° total de leveduras no
interior dos macréfagos / numero de macrofagos fagocitando) de macroéfagos por
meio de microscopia de contraste de fase (400 X), segundo metodologia de Silva et
al. (2002 e 2005).

Para verificar diferengas entre os tratamentos, foi realizado a Analise de
Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (Zar, 1999). Os resultados foram

considerados significativos quando P< 0,05.

Resultados e Discussao
As Tabelas 1 e 2 mostram a médias dos valores dos parametros

hematoldgicos da serie vermelha. Observando os resultados obtidos, os valores de
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hematdcrito mostraram diminuicdo quando se compara os animais do controle com
os alimentados com dieta suplementada com probi6tico sendo essa diferenca
significativa segundo teste de Tukey (P=0,007). Ap6s 84 dias (22 coleta) nota-se
aumento dos valores de hematdcrito, mas ndo diferindo estatisticamente entre os
tratamentos. Segundo Urbinati e Carneiro (2001) e Inoue et al. (2005), o aumento do
hematdcrito é indicador de estresse.

Com relagdo aos valores de eritrocitos houve aumento nos peixes que
receberam 10g de probidtico kg ' de racdo, somente na primeira coleta (42 dias),
sendo esta diferencga significativa (P=0,001). Na segunda coleta (84 dias) pode-se
observar que esses valores diminuiram em todos os tratamentos ndo diferindo entre
eles. Segundo Martins (2000) o aumento do numero dos eritrécitos também esta
relacionado com o estresse do animal. Como na segunda coleta (84 dias) os valores
do numero de eritrocitos diminuiram e os de hematdcrito aumentaram,
provavelmente as células dos animais eram maiores ocorrendo, portanto, aumento
de hematdcrito e diminuicdo do numero de eritrocitos. Isso foi comprovado pelos
valores de VCM que aumentaram na segunda coleta. Segundo Ranzani-Paiva et al.
(2004) em situagbes emergenciais 0 organismo comeca a liberar células imaturas que
apresentam quantidade de hemoglobina menor carreando menor quantidade de oxigénio

0 que pode ser comprovado pela diminuicdo do CHCM da segunda coleta (84 dias).
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Os valores dos parametros hematologicos estdo apresentados na Tabela 3. Pode-

se observar que na 12 coleta (42 dias de alimentacdo) houve diminuicdo nos valores de

leucdcitos totais quando comparados o controle com os demais tratamentos, sendo esta

diferenca significativa (P=0,004). Na segunda coleta (84 dias de alimentagdo) houve

aumento nos valores de leucocitos mas esta diferenga ndo foi significativo (P= 0,45).

Tavares-Dias et al. (2008) encontraram valores inferiores para a mesma espécie com

valores médios de 13.692,92 leucécitos mm™ de sangue.

Tabela 3 — Valores médios + erro padrdo da média dos valores absolutos de

leucécitos de matrinxa Brycon amazonicus ap0s 42 dias (12 coleta) e

84 dias (22 coleta) de alimentacéao

Controle

59 kg’

10g kg™

12 Coleta
Lc
22 Coleta
12 Coleta
Lf
22 Coleta
12 Coleta
Nt
22 Coleta
12 Coleta
Bs
22 Coleta
12 Coleta
Es
22 Coleta
12 Coleta
Mn
22 Coleta

30.398,88 + 3.632,15°
30.446,89 + 4.562,49
25.478,73 + 2599,54
23.477,15 + 3.545,21
2.682,20 + 731,72
3.421,63 + 616,74
195,59 + 8,70
19,25 + 19,25
94,66 + 53,85
962,85 + 269,23 "
1.947,71 + 298,07

2.566,01 £ 625,64

18.688,26 + 2.403,46°
35.295,21 + 2.538,92
13.820,40 + 1629,55°
25.796,69 + 1487,24
3.312,79 + 1.289,43
5.425,89 + 1.049,63
199,32 + 111,35
0,0
193,66 + 66,68
1.607,01 £ 525,50 %
1.162,09 + 270,16

2.465,63 + 335,85

18.425,55 + 1435,46°
29.427,80 + 3.041,33
14.709,70 + 1489,15%
19.557,13 + 1.822,61
2.604,72 + 449,52
5.770,04 + 1.337,71
0,0
0,0
135,78 + 62,15
2.884,01 + 752,032
975,35 + 218,56

1.216,61 £ 143,61

Letras iguais na linha nao diferem significativamente segundo teste de Tukey. Lc = leucdcitos; Lf =
linféctos; Nt= neutréfilo; Bs = basoéfilo; Es = eosindfilo; Mn = mondcito.
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Com relacao aos linfécitos, na 12 coleta, houve diminuicdo nos valores quando
comparados o grupo controle com os animais tratados com diferentes doses de
probidtico, sendo esta diferenga significativa (P=0,02). Ja na 22 coleta houve um
aumentos destas células nos peixes do tratamento de 5g e diminuigcdo no tratamentos
de 10g quando comparados aos animais do controle ndo sendo estas diferencas
significativas (P= 0,29). Estas valores sdo mais elevados que os encontrados por
Tavares-Dias et al. (2008) que encontrou média de 5.680 Lf. mm™ de sangue.

Os eosindfilos apresentaram diferencas significativas somente na 22 coleta
onde pode-se observar aumento destas células quando comparados os animais do
controle com os tratados com probidtico. As outras células sanguineas, neutrdfilo,
baséfilo e monécito ndo apresentaram diferenga significativa entre os animais dos
diferentes tratamentos.

Os valores do cortisol estdao apresentados na Figura 1. Apesar dos valores
nao apresentarem diferencga significativas (P= 0,16), pode-se observar na 12 coleta
aumento nestes valores quando comparados os animais do controle com o0s
alimetados com dieta suplementada com doses de probiético. Na 22 coleta houve
diminuicdo dos valores encontrados nos animais que receberam dieta com 5g de
probidtico, mas os animais alimentados com 10g de probidtico continuaram com
valores elevados quando comparados a 12 com a 22 coleta. Carneiro e Urbinati (2002)
trabalhando com matrinxas apés sofrerem o estresse de transporte, quantificaram
como nivel basal valor de 136,3+13,93 ng mL™ (13,63ug dL™") valores esse proximo
dos encontrados neste trabalho. Ap6s 24 horas do transporte, encontraram valores de
142,5+15,02 ng mL'(14,25 pg dL™"). Hoshiba et al. (2009) testaram o manejo de
captura em matrinxas e observaram valores acima de 120 ng mL™ (12,0 pg dL™)

corroborando aos valores do presente estudo.
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Figura 1- Cortisol plasmatico de matrinxd Brycon amazonicus alimentados

com diferentes doses de probidtico

(Letras diferentes diferem estatisticamente)

Os valores de glicose estdao apresentados na Figura 2. Pode-se observar
valores inferiores nos animais do grupo controle quando comparados com os demais
tratamentos, nas duas coletas. Na 12 coleta foram encontrados valores superiores no
tratamento de 5g de probidtico (P= 0,002) e na 22 coleta no tratamento de 10g de
probiético (P= 0,007). Os valores de glicose corroboram aos encontrados por
Carneiro e Urbinati (2002) e Hoshiba et al. (2009) que variaram de 40 a 120 mg dL
e 80 a 115 mg dL™, respectivamente. O aumento dos valores de cortisol e glicose no
sangue sao indicadores muito utilizados para expressar condicoes de estresse
(Morgan e lwana, 1997, Wendelaar Bonga, 1997, Wells e Pankhurst, 1999). Neste
estudo pode-se observar que o probidtico ndo proporcionou melhora nos niveis de

cortisol e glicose, sendo assim ndo diminuindo os efeitos do estresse.
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Figura 2- Glicose plasmatica de matrinxd Brycon amazonicus

alimentados com diferentes doses de probidtico
(Letras iguais nao diferem estatisticamente)

A atividade fagocitica e indice fagocitico dos macréfagos estao representados
na Figura 3. A capacidade fagocitica dos macrofagos de matrinxa apresentou diferenga
significativa (P=0,0001) nos animais que receberam dieta com probidtico. Com relagéo
ao indice fagocitico pode-se observar que nao houve diferenca (P= 0,07) entre os

tratamentos e entre a 12 coleta (42 dias) e a 22 coleta (84 dias).
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Figura 3 — Capacidade e indice fagocitico dos macréfagos de matrinxa, Brycon
amazonicus apés 42 dias (12 coleta) e 84 dias (22 coleta) de

alimentagdo com probiédtico

Os resultados obtidos no teste de capacidade fagocitica mostrou que os
probidticos favoreceram a atividade dos macréfagos com maior migragédo para o
local de lesdo e capacidade de fagocitar maior numero de leveduras. Portanto, os
probidticos beneficiam a produgédo de animais criados em cativeiro pois otimizam a
resposta fagocitica deixando os animais teoricamente mais resistentes a doencas.
Segundo Copolla e Gil-Turnes (2004), os probioticos tém, além da atividade como
promotores de crescimento e reguladores de microbiota das mucosas, efeito
imunomodulador, embora a forma de acdo seja pouco conhecida. Em trabalho
realizado com ra-touro (Lithobates catesbeianus) durante a engorda, Dias et al. (2009)
observaram influéncia positiva na capacidade fagocitica dos animais suplementados
com probidticos. Estes autores verificaram no grupo controle capacidade fagocitica de
48,2 + 4,19 %, enquanto que nos tratamentos com probidticos, observaram variacoes
entre 66 a 93%. Para o indice fagocitico, entretanto, ndo foram observadas influéncias
significativas, com resultados variando entre 3,39 a 3,93, valores esses acima do

presente trabalho. J4, Francga et al. (2008) trabalhando com a mesma espécie de ra e
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mesma bactéria probiotica na fase final da girinagem e pré-engorda (p6s-metamorfose
até 7g) observaram aumento na capacidade fagocitica dos macréfagos sendo que no
grupo controle foi observado percentual de 37,17% enquanto que nos demais
tratamentos foi verificada variacdo de 58,17 a 68,17%. Em relacdo ao indice fagocitico
estes mesmos autores citados anteriormente observaram diferenga significativa entre
os tratamentos quando comparados ao grupo controle, sendo que estes valores
variaram de 3,28 (grupo controle) e 4,34 a 4,76 nos tratamentos com probidtico,
valores estes superiores ao do presente estudo. Os probidticos favorecem a atividade
fagocitica inespecifica dos macrofagos alveolares, sugerindo agédo sistémica por
secrecdo de mediadores que estimulariam o sistema imune, apesar dos mecanismos
pelos quais os probidticos estimulam a imunidade dos animais ainda nao estarem
esclarecidos (Cross, 2002). Segundo Coppola e Gil-Turnes (2004), bactérias do
género Bacillus podem estimular a resposta imune e serem utilizadas como
imunomoduladores. Esta habilidade das bactérias probidticas em modular a
imunidade e aumentar o balango microbiano de microrganismos entéricos comensais,
oferece uma alternativa biologicamente efetiva para melhorar a saude sem recorrer ao

consumo de drogas alopaticas (Kailasapathy e Chin, 2000).

Conclusoes

e (s probiéticos melhora a imunidade dos animais.
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A busca pela aquicultura sustentavel fez surgir novas alternativas para
aperfeigcoar a criagdo de organismos aquaticos, sendo a utilizagdo de bactérias
probidticas uma desta, com intuito de diminuir ou mesmo excluir os antibiéticos da
criagdo de organismos aquéaticos. Os efeitos benéficos da utilizacdo de probibticos
vém sendo divulgado para diversas espécies. A gama de espécies de bactérias que
podem ser consideradas como probiéticas vem crescendo a cada dia.

No entanto, o fato da maioria dos probiéticos exercer efeito imunomodulador
positivo nas espécies, inclusive em peixes, € importante a continuidade das
pesquisas voltadas ao entendimento das interagcbes entre o intestino-
microrganismos, pois a partir disto serd possivel observar melhora nos parametros
zootécnicos, que fara com que o empreendimento seja lucrativo.

Neste projeto, pudemos observar varios efeitos benéficos da utilizacdo do
probidtico em matrinxa, como a melhora nos parametros reprodutivos, como taxa de
fertilizacao e eclosao, quantificacao dos efeitos do estresse, atividade fagocitica dos
macréfagos, reducao nos teores de extrato etéreo no musculo e figado e melhora no
desempenho produtivo. Desta forma, as evidéncias acumuladas sobre os beneficios
dos probidticos em matrinxa, Brycon amazonicus, justificam o aprofundamento dos
estudos sobre seu modo de acéo, a fim de viabilizar a utilizagdo na aquicultura.
Sendo assim, nosso grupo de pesquisa dara continuidade nas investigacbes com

outras espécies de peixes.
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