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Resumo Geral

As algas marinhas sdo amplamente utilizadas na nutricdo humana e animal, ja que séo
fonte de diversos compostos que trazem beneficios a saude como imunoestimulantes,
pois estas apresentas diversos compostos bioativos, entre eles macro e micronutrientes.
O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da inclusdo da macroalga Gracilaria
domingensis nos parametos zootécnico, perfil leucocitario e emarcagdes CD3 e CD4 no
baco de juvenis da tainha Mugil liza. Foram testadas cinco dietas com niveis de inclusdo
crescente da G. domingensis (0, 5, 10, 15 e 20%). Foram estocados juvenis de tainha
(0,42 + 0,03g) em 15 tanques. A alimentacdo foi ofertada quatro vezes ao dia, até
saciedade aparente, durante um periodo experimental de 60 dias. Os resultados do
experimento mostraram que 0s peixes dos tratamentos com 0, 5 e 10% de G.
domingensis obtiveram melhores indices de desempenho zootécnicos tais como ganho
de peso, conversdo alimentar aparente (CAA) e taxa de crescimento especifico (TCE).
Né&o foi observada, diferenca significativa na composi¢cdo quimica corporal e contagem
diferencial de células brancas nos peixes em todos os tratamentos. Diferencas
significativas foram encontradas na marcacéo de linfécitos T pelas técnicas de anti-CD3
e anti-CD4 no bago, entre os animais alimentados com a dieta controle e as dietas
contendo inclusbes da macroalga. Podemos concluir que a inclusdo da macroalga G.
dominigensis nas dietas de juvenis de tainha M. liza com nivel de incluséo de até de 5%
ndo causa prejuizo ao desempenho zootécnico do animal. Apresentando

imunoestimulacdo com apenas 5% da inclusdo de G. domingensis na dieta.

Palavras chave: Rhodophyta, sistema imunoldgico, nutricdo de tainha
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General Abstract

Marine algae are widely used in human and animal nutrition, since they are source of
several compounds that bring health benefits and present several bioactive compounds,
as immunostimulants, including macro and micronutrients. The aim of the present study
was to evaluate the effect of the inclusion of the macroalga Gracilaria domingensis in
zootechnical performance, leukocyte profile and CD3 and CD4 markers on spleen of
juvenile mullet, Mugil liza. Five diets formulated with increasing inclusion levels of G.
domingensis (0, 5, 10, 15 and 20%) were tested. Mullet juveniles (0.42 + 0.03g) were
stored in 15 tanks. Feeding was carried four times a day, until apparent satiety, during
an experimental period of 60 days. The results of the experiment showed that fish from
the 0, 5 and 10% treatments of G. domingensis showed better zootechnical performance
indexes such as weight gain, apparent feed conversion (AFC) and specific growth rate
(SGR). No significant differences were observed in body chemical composition and
differential white blood cells count in all treatments. Significant differences were found
in labeled T lymphocytes by anti-CD3 and anti-CD4 techniques in the spleen, between
animals fed with control diet and diets containing macroalga inclusions. It was
concluded that the inclusion of G. dominigensis macroalgae in the diet of M. liza
juveniles with an inclusion level of up to 5% does not affect the animal's zootechnical
performance. Also, an immune stimulation of the fish can happen with only 5% of the

inclusion of G. domingensis in the diet.

Key words: Rhodophyta, imune system, mullet nutrition
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1. Introducéo Geral

1.1. Biologia da tainha (Mugil liza)

Os peixes da familia Mugilidae conhecidos como tainhas, paratis e curimas
possuem ampla distribuicdo no mundo, ocorrendo em &guas tropicais e subtropicais,
principalmente nas regides costeiras estuarinas (Menezes, 1983; Menezes e Figueiredo,
1985). Porém, alguns géneros dessa familia podem ser encontrados nos oceanos
Pacifico e Atlantico (Carvalho Filho, 1999).

Na costa brasileira seis espécies do género Mugil ja foram identificadas: M.
incilis, M. curema, M. curvidens, M. brevirostris, M. liza e M. rubrioculus (Menezes et
al., 2010, 2015). Cabe mencionar que a tainha M. platanus (antes considerada uma das
espécies encontradas no litoral brasileiro) passou a ser considerada M. liza em funcéo da
inexisténcia de diferengas genéticas e morfoldgicas entre ambas (Fraga et al., 2007,
Menezes et al., 2010). Este fato é corroborado por Heras et al., (2009) que apresentam
uma revisdo da taxonomia atual destas espécies por meio de analises moleculares a
inexisténcia de distingdes taxondmicas e filogenéticas de alguns membros da familia
Mugilidae, incluindo M. liza e M. platanus. A Figura 1 mostra a area de distribuicdo da
M. liza nas Américas.

BNt e

Figura 1. Area de distribuicio de Mugil liza.
Fonte: FishBase (2017)
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A tainha M. liza é uma espécie de corpo alongado, fusiforme, sem linha lateral.
A regido dorsal do corpo é escura enquanto a regido abdominal € branca. Ja as laterais
sdo prateadas, e as nadadeiras, com excecdo, das pélvicas apresentam cromatoforos
escuros. Os olhos sdo parcialmente cobertos por uma membrana adiposa, a boca €
relativamente pequena e de forma angular quando fechada, dentes distribuidos em séries
irregulares, pequenos e flexiveis (Menezes et al., 2010). Quanto ao habito alimentar, a
tainha M. liza é classificada como zooplanctofaga na fase larval, tornando-se iliéfaga
quando juvenil (Vieira, 1991).

Comumente comercializada na regido sul do Brasil, a tainha M. liza é de grande
importancia para a pesca artesanal das comunidades locais, como por exemplo, na
Lagoa dos Patos, Rio Grande do Sul, onde é bastante conhecida por ser o bercario desta
espécie o ano inteiro (Reis e D’Incao, 2000; Vieira et al., 2010). A tainha € uma espécie
eurialina e euritérmica, sendo capaz de habitar ambientes marinhos e de &gua doce
(Sampaio, et al., 2002). Sdo catddromas, ou seja, na fase adulta (aproximadamente 40
cm) migram para o alto mar, onde se reproduzem. Logo ap6s a desova, 0S juvenis
deslocam-se para as regides costeiras, adentrando nas aguas estuarinas e lagunares ricas
em alimentos (Menezes, 1983; Menezes e Figueiredo, 1985;).

A espécie apresenta caracteristicas bioldgicas e econdmicas desejaveis para
producdo em cativeiro, que devem ser estudadas, jA que seus estoques naturais sdo
fortemente explorados pela atividade pesqueira (Gordinho et al., 1988; Baldisserotto e
Gomes, 2013). Em alguns paises como o Egito, Taiwan, Filipinas, Colémbia, China e
Italia a criacdo de tainhas é realizada em sistemas de mono e policultivo, a partir de
juvenis coletados do ambiente natural, uma vez que a reproducéo artificial ainda ndo é
capaz de suprir as demandas do mercado (El-Sayed e El-Gobashi, 2011). No Brasil,
estudos vém sendo realizados para determinar o pacote tecnolégico da espécie .

Gordinho et al. (1993) realizando inducéo através do uso de hormdnios apontam
a possibilidade de reproducdo da M. liza em cativeiro. A espécie possui desova total e
fecundidade entorno de 500x10° a 2.300x10° odcitos (Romagosa et al., 2000). Estudo
recente apresenta um levantamento das técnicas de indugdo utilizada para espécie
(Cerqueira et al. 2017). A reproducgdo induzida possibilita a criacdo de diversas

especies, que em condicdes de cativeiro ndo sdo capazes de se reproduzir naturalmente,

11
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apresenta a possibilidade de um maior controle do manejo reprodutivo, viabilizando a
criacdo de espécies em escala comercial.

Alguns parametros fundamentais a producédo de tainha (M. liza) em cativeiro ja
foram determinados. Miranda—Filho et al. (1995) comprovaram que niveis até 4,0 mg/L"
! de amonia total ndo s&o prejudiciais aos indices de crescimento desta espécie. Sampaio
et al. (2001) recomendam a estocagem de 3 a 5 juvenis/L de tainha (0,259) para a
obtencdo de melhores indices de crescimento, porém s6 por 28 dias e sob alta taxa de
renovagdo. Sampaio et al. (2002), determinou a CLs de nitrito (NO,") e amonia total em
funcdo de diferentes salinidades, sendo a concentracdo letal mediana de 3,59 mg/L™ e
2,13 mg/L™?, respectivamente, quando em salinidade 30%.. Okamoto et al. (2006)
observaram que a temperatura da agua a 30 °C proporciona melhor desempenho
zootécnico em juvenis de M. liza. De acordo com Poersch et al. (2007), a concentracao
maxima de nitrato (NO3-N) que nédo causa prejuizos ao desenvolvimento de juvenis de
tainha é de 152,2 mg/L™.,

Em relacdo a alimentacdo e a nutricdo de tainhas, Carvalho et al. (2010)
determinaram a exigéncia proteica de juvenis de M. liza submetendo-as a cinco dietas
com distintos teores de proteina bruta (30%, 35%, 40%, 45% e 50%) e, embora ndo
tenham sido detectadas diferencgas significativas entre os tratamentos para taxa de
sobrevivéncia, eficiéncia alimentar e composi¢do corporal, a melhor performance de
crescimento foi obtida para os peixes alimentados com racéo contendo 35% de PB.

Os carboidratos dietéticos sdo uma excelente fonte de energia para 0s peixes,
mas por outro lado, a capacidade de utilizacdo do carboidrato é espécie-especifica e
dependente da dieta natural (Hixson, 2014). A tainha pode ser alimentada com altos
niveis de dextrina sem que ocorra comprometimento do crescimento e da bioquimica
plasmética (proteina, glicose, colesterol) e hepéticas (glicogénio e triglicerideos)
(Zamora et al., 2013). Estudos sobre a utilizacdo de aglutinantes de racGes também
foram realizados. Assim, niveis acima de 4% de goma guar (polissacarideo nao-
amilaceo) ndo sdo recomendados, pois prejudicam o desempenho zootécnico e
aumentam o glicogénio hepatico (Ramos et al., 2015a). J& em relagdo a inclusdo de
pectina, Ramos et al. (2015b) observaram a presenca de enterite nos peixes alimentados
com as dietas que continham pectina e desta forma recomendam cautela ao utilizar este
aglutinante. Por fim, juvenis de M. liza alimentados com dietas com fragdo proteica de

origem vegetal e incorporadas com complexo enzimatico (carboidrases e fitase), ndo

12
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apresentaram diferencas significativas para desempenho produtivo, mas exibiram maior
retencdo dssea de calcio. Por outro lado, os peixes do grupo controle (dieta isenta do
complexo enzimatico) apresentaram inflamagcdes moderadas no intestino, além de

alteracdes na morfologia das vilosidades e necroses (Ramos et al., 2017).

1.2.Aplicacdo das algas na nutri¢cdo de organismos aquaticos

As algas estdo distribuidas em diversos habitats do globo, desde ambientes
aquaticos a terrestres, apresentando diferentes formas, funcbGes e estratégias de
sobrevivéncia (Bicudo e Menezes, 2010). S&o classificadas em dois grandes grupos:
microalgas e macroalgas. O primeiro é constituido por organismos unicelulares e
fotossintéticos que ndo podem ser observados a olho nu, sendo facilmente encontrados
em ambientes de agua doce, marinho ou solos Umidos (Derner et al., 2006). As
macroalgas, por sua vez, sao notaveis a olho nu e constituidas por trés grandes filos,
conforme a predominancia de pigmento fotossintético ou acessério: Chlorophyta (algas
verdes), Rhodophyta (algas vermelhas) e Ochrophyta-Phaeophyceae (algas castanhas)
(O’Sullivan et al., 2010; Yende et al., 2014). Estes organismos sdo multicelulares e
fotoautotroficos, exercendo papéis importantes na producdo primaria da cadeia
alimentar, na estrutura e sustentacdo dos habitats (Barsanti e Gualtieri, 2006; Hu et al.,
2008).

Algas sdo fontes de compostos essenciais a nutricdo humana e animal, sendo
consideradas um superalimento em funcdo dos diversos beneficios que sdo capazes de
proporcionar a saude (Anon, 1937; Marinho-Soreano et al., 2011), agindo em diferentes
mecanismos  biologicos, com eficientes respostas antivirais, antibioticas,
anticancerigena, antitumoral, antitrombdticas, anti-inflamatérias, hipocolesterolémicas e
hipoglicémicas (Smit, 2004). Estes efeitos benéficos sdo justificados por seus diversos
aspectos funcionais, tais como: fonte potencial de compostos fenolicos (florotaninos -
taninos das algas castanhas e vermelhas), ficobilinas, polissacarideos, esterois de
tocoferol, ficocianinas e dentre outros (Plaza et al., 2008); elevado teor de macro
minerais como cloro, enxofre, fésforo, magnésio, potassio e sodio; além de micro

minerais como boro, cobre, cobalto, ferro, flior, manganésio, molibdenio, niquel,
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selénio e zinco ( Madhusudan, 2011); concentracdo de minerais (até 36% do peso seco
de iodo e calcio) superior a qualquer outra espécie vegetal (Pereira, 2011).

Quanto aos aspectos nutricionais, sdo ricas em fibras dietéticas insoluveis,
fundamentais ao trato gastrointestinal, regulando o transito intestinal e a regeneracédo
das paredes intestinais, ajuda na diminuicdo da absorcdo de gorduras e colesterol.
Possuem elevado teor de vitaminas (C, D, E, K e do complexo B), especialmente
cobalamina (vitamina B12) imprescindivel no processo de produgéo de eritrdcitos e na
preservacao do sistema nervoso. Também contém grandes quantidades de carotendides,
como a fucoxantina, a qual é essencial a sintese de vitamina A (participa da regulagéo
da respiracdo celular e producdo de pigmentos da retina). Sao ricas em aminoacidos
essenciais como por exemplos as macroalgas Ulva lactuca e Enteromorpha compressa
(chlorophytas) apresenta abundancia particularmente metionina, fenilalanina e histidina,
a Padina pavonica (phaeophyta) é rica em metionina, fenilalanina, treonina e histidina e
a rhodophyta Luurencia obtusa em prolina, treonina, lisina e histidina e &cidos graxos
polinssaturados (Wahber, 1997). Por fim, apresentam baixo teor de aglcares em sua
composicdo, mas dispdem de enzimas chaves no processo de remoc¢do de inumeros
residuos toxicos capazes de bioacumlar no organismo, como lipases, proteases e
transaminases (Plaza et al., 2008; Dhargalkar e Verlecar, 2009; Madhusudan, 2011).

Por apresentar tais caracteristicas, as macroalgas vém sendo cogitadas para a
nutricdo de organismos aquaticos (Sakthivel e Davi, 2015; Chan e Matanjun, 2017),
sendo alvo de estudos focados em suas propriedades bioativas (Seedevi et al., 2017),
capacidade antioxidante e anticoagulante (Souza et al., 2012; Sudharsan et al., 2015;
Ospina et al.,, 2017). Pérez-Estrada et al., (2011), comprovaram a eficiéncia de
diferentes macroalgas (reidratadas) no crescimento de juvenis de abalone (Haliotis
fulgens).

Yu et al. (2016), averiguaram os efeitos positivos da farinha de Gracilaria
lemaneiformis sobre o crescimento, resposta imune ndo especifica e resisténcia ao
estresse salino em juvenis do camardo branco do pacifico (Litopnaeus vannamei),
recomendando-a como suplemento dietético em concentragcdo em torno de 2% a 3%. As
paredes celulares das algas sdo estruturas extremamente complexas, composta de
diferentes polissacarideos como galactanas nas algas vermelhas (carragenanas e agares),
gue podem potencializar a atividade imunoldgica nos animais. Os polissacaridios

solGveis das macroalgas Porphyra yezoensis e Gracilaria verrucosa, estimulam a
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fagocitose e explosdo respiratéria em macrofagos de ratos in vitro e in vivo (Yoshizawa
et al., 1993, 1995, 1996), os polissacarideos sulfatados da Ulva rigida, apresenta 47%
da sua fracdo de acido uranico (principalmente acido glicurdnico) que, juntamente com
a ramnose e sulfato, formam unidades repetitiva que é conhecida como ulvana (Castro
et al., 2006). Ao comparar os efeitos dietéticos da Ulva clathrata, Macrocystis porfira e
Ascophyllum nodosum, Cruz-Suédrez et al. (2009) ndo detectaram diferencas
significativas no consumo ou na sobrevivéncia de juvenis de L. vannamei. Porém, o0s
camardes alimentados com a dieta contendo U. clatharata, apresentaram melhor
desempenho zootécnico e coloracdo vermelha marcante ap6s cozimento do que aqueles
tratados com M. porfira e A. nodosum. As macroalgas Gracilaria bursa-pastoris, Ulva
rigida e G. cornea sdo ingredientes alternativos potenciais na alimentacdo de juvenis de
robalo europeu (Dicentrarchus labrax), podendo ser incluido na dieta até 10% de G.
bursa- pastoris e U. rigida e 5% G. cornea, sem efeitos adversos (Valente et al., 2006).
Juvenis de Acanthopagrus schlegelii alimentados com dietas contendo 15% de G.
lemaneiformis, apresentaram melhor crescimento e condi¢BGes fisioldgico, sendo
importante citar, que a inclusao desta macroalga na formulacao de dietas diminui em ate
15% o uso da farinha de peixe na racao (Xuan et al., 2013).

A incluséo de 20% de farinha de Ulva sp. na dieta de Mugil cephalus
proporciona melhor ganho em peso, crescimento e eficiéncia alimentar, bem como,
melhora da qualidade e firmeza da musculatura (Wassef et al., 2001). Com o intuito de
enriquecer o filé com iodo, Valente et al. (2015) suplementaram dieta da truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), com a macroalga Gracilaria vermiculophylla, evidenciando
que a dieta com 5% de incluséo de G. vermiculophylla (214,5 ug / kg de iodo) duplicou
o0 teor de iodo no filé dos peixes em relagdo a dieta controle (111,7 pg / kg de iodo).
Dietas suplementadas com algas para juvenis tilapia Oreochromis niloticus também
desencadearam respostas positivas quanto ao desempenho zootécnico, manutencdo da
integridade das vilosidades intestinais e aumento de sua superficie, permitindo uma
melhor absor¢édo de nutrientes e consequente otimizagdo do crescimento destes animais
(Garcia et al., 2009). Peixoto et al.(2016) constaram que a suplementacéo de Gracilaria
spp., Fucus spp. e Ulva spp. na dieta do robalo europeu (Dicentrarchus labrax) melhora
as respostas imunologicas e antioxidantes sem comprometer o desempenho zootécnico

do animal.
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Com base na revisdo acima, torna-se possivel notar e comprovar o grau de
beneficios e a importancia do emprego das algas na formulagdo de dietas para
organismos aquaticos, em especial as macroalgas, que podem vir a ser uma excelente
alternativa na nutricdo de peixes marinhos por estimular o crescimento, fortalecer o

sistema imunoldgico e até mesmo diminuir os custos de producéo.

1.3.Sistema Imunoldgico

O sistema imune é classificado em sistema imune inato ou inespecifico e sistema
imune adaptativo ou especifico, sendo responsavel pela defesa do organismo (Abbas,
2007). O sistema inato é considerado como a primeira linha de defesa e atua antes que o
sistema especifico, em todo corpo (escama, muco, branquias e epiderme) antes da
aparicdo do agente patoldgico (Biller-Takahashi e Urbinati, 2014). O sistema adquirido
apresenta resposta imune humoral e celular, abrangendo os 6rgaos e tecidos linféides,
células apresentadoras de antigeno (APCs), linfocitos T e B, imunoglobulinas e
moléculas do sistema complemento (Watts e Mundat, 2001) (Figura 2), conferindo a
este sistema de defesa a producdo de anticorpos ou células citotdxicas especificas para

cada antigeno, gerando memoria imunolégica (Trichet 2010).

Peixe - patogeno

Imunidade Inata ocu

Falha ndo especifica Livre

Sem infeccioe
doenca

Doenca e Morte

Imunidade Adquirida

Respostas humoral ou especifica —inicio Respostascelular

[toxinas, patogenos da resposta [virus, patogenos
extracelulares intracelulares)

Imunidade adquirida,
memaria imunolagica
e protecio
[sobrevivencia)

Figura 2. Resposta do sistema imunolégico de peixe frente a invasdo por patdgeno (adaptado de
Shoemaker et al., 2001).
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Os linfécitos, neutrdfilos, mondcitos, eosinofilos e basofilos séo leucdcitos,
usualmente observados na circulagdo dos peixes. S&o células responsaveis pela defesa
do organismo, utilizando vias sanguineas para 0 monitoramento de possiveis infeccdes e
ou injuria tecidual (Satake et al, 2009).

Os linfacitos séo células altamente diferenciadas, que apresentam resposta frente
a estimulos imunoldgicos (Ellis, 1977). Circulam por todo o corpo através do sangue ou
linfa, concentrando-se nos érgdos linféides, podendo estar presentes em outros tecidos
afetados ou ndo por processos inflamatérios (Peleteiro e Richards, 1985; Hibiya, 1994).
Sdo responsaveis pela resposta imune especifica humoral e celular, ocasionando a
producdo de anticorpos, aumentando a capacidade citotdxica e no processo de memoria
imunoldgica, promovendo a liberacdo de fatores reguladores da funcdo imune, como as
linfocinas (Yoshinaga et al., 1994).

Os linfécitos se dividem em dois grupos de populagdes, linfocitos B e T, 0s
linfocitos B produtores de anticorpos e células de memoria, sdo participantes da
resposta imune humoral, enquanto os linfocitos T possuem diferentes tipos e
desempenham funcGes especificas. Todos os linfocitos adquirem o receptor CD3 ao
chegar ao timo, logo sdo divididos de acordo com sua funcionalidade em duas
subpopulacdes linfocitarias principais, os linfécitos T CD4+ ou auxiliares e os linfocitos
T CD8+ ou citotoxicos, o linfécito T4 tem um papel fundamental em colocar em
funcionamento todo o sistema imune e atua como uma ponte entre a imunidade
inespecifica e especifica (Romano, 2010).

Os mondcitos sdo células circulantes na corrente sanguinea periférica,
transformando-se em macré6fagos quando migram para o tecido conjuntivo durante
processo inflamatério (Cuesta et al., 1999). Os macréfagos, fagocitam substancias
estranhas abioticas e bidticas como diferentes patdgenos. Possuem importante papel na
resposta imune, por ser uma célula fagocitica, produz e libera citocinas e esta envolvida
na apresentacdo de antigenos aos linfocitos, células do sistema imune adaptativo
(Secombes e Fletcher, 1992; Cuesta et al., 1999).

Os granulécitos possuem ampla variagdo no contetudo de seus granulos. S&o
divididos em neutréfilos e eosinofilos (acidéfilos) e basofilos, de acordo com suas
propriedades de coloragdo com Romanovsky (Campbell e Murru, 1990; Hine, 1992).
Leucdcitos com funcdo de agir durante reacdes alérgicas ou imunolégicas do organismo

com o objetivo de destruir agentes invasores por fagocitose.
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Para tentar manter a homeostase do organismo no inicio de um estresse, a
maioria das espécies de peixes aumenta a producgdo de leucdcitos, contudo o decréscimo
na contagem destas células pode ser atribuido pelo enfraquecimento do sistema

imunoldgico (Vosylieng, 1999).

Segundo Shoemaker et al. (2001), a nutricdo € fator importante na resposta
imune nos animais. A deficiéncia em aminoacidos especificos no alimento, durante
processo de infeccdo pode prejudicar a liberagdo de proteinas essenciais produzidas
pelos linfocitos, macrofagos e sistema complemento. A caréncia de energia, macro e
micronutrientes especificos na ingestdo traz prejuizos ao sistema imunolégico,
diminuindo fungdes de importancia para a protecdo do hospedeiro. Algumas das
alteracdes imunologicas relacionadas a desnutricio aumentam o risco de
desenvolvimento de infec¢des, ocasionando mudancas fisioldgicas que pioram o estado
nutricional (Chandra e Newberne, 1977; Chandra, 2002). Falcon (2007) afirma que
areas como a hematologia e a imunologia tém auxiliado o entendimento da nutri¢do
com intuito de promover novas estratégias para mitigar os efeitos do estresse e aumentar
a resisténcia imunoldgica dos peixes, permitindo que o mesmo mantenha o equilibrio
organico, necessario nas diferentes e inevitaveis situacfes adversas a que estdo

expostos, nos atuais sistemas intensivos de producao.

1.4. Gracilaria domingensis

O género Gracilaria pertence ao filo Rhodophyta, com ampla distribuicdo
geogréfica e grande importancia econémica, sendo este ultimo um quesito fundamental
na selecdo das espécies a serem empregadas em sistemas de cultivos (Gurgel e
Fredericq 2004). O alto valor econdmico desta espécie se deve ao teor de agar e ao
rapido crescimento (Armisen, 1995). Atualmente a producdo mundial de macroalgas
estd representada pelas Rhodophytas Kappaphycus alvarezii e Eucheuma spp., que
lideram com mais de 10 milhdes de toneladas. Ja a Gracilaria sp. ocupa a terceira
posicdo com aproximadamente 4 milhdes de toneladas produzidas (FAO, 2016).

A Gracilaria domingensis apresenta morfos vermelho, verde e marrom e esta
amplamente distribuida no litoral brasileiro, sendo uma das poucas espécies do género
qgue ocorre na regido sul do pais mais precisamente no litoral de Santa Catarina

(Oliveira, 1997). Além de apresentar composi¢do nutricional potencial para dieta
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humana e animal (Urbano e Gofie, 2002), a G. domingensis é também rica em agar,
ficocoldide extraido de sua parede celular, vastamente utilizada na inddstria alimenticia.
Estudos mostram que o extrato da G. domingensis apresenta atividade antioxidante e
contém 4acidos graxos essenciais e carotendides, podendo ser utilizadas como fonte de
antioxidantes em aplicacdes que necessitem destas propriedades (Guaratini, et al, 2012).
No nordeste do pais, existem cultivos consolidados de macroalgas do género
Gracilaria, nos estados do Rio Grande do Norte (RN), Ceard (CE) e Paraiba (PB),
sendo realizados de forma a complementar a renda das familias das comunidades
pesqueiras, as algas sdo vendidas diretamente aos agentes de compras (atravessadores),
que revende para a fabrica de processamento. Durante o processo de venda, ocorre a
mistura das diferentes espécies de macroalgas, juntamente com impurezas, contribuindo
para a perda de qualidade e baixo preco pago (R$ 2,00) pelo quilograma de algas secas
(Marinho-Soriano, 2016). No pais existem apenas duas empresas processadoras de
ficocoloide a Griffith do Brasil (Mogi das Cruzes — Sdo Paulo) e a Agar Gel (Jodo
Pessoa — Paraiba), ambas processam macroalgas da costa nordestina e importada das
Filipinas e Chile respectivamente, sendo que a Ultima cultiva as espécies Hypnea
musciformis, Gracilaria grevillea e G. chilensis (Furtado, 1999, Carvalho Filho, 2004).
Na regido sul do Brasil, no Estado de Santa Catarina, o cultivo da G.
domingensis e Kappaphycus alvarezii esta consolidado em escala comercial (Hayashi et
al., 2010; Salles et al., 2010). No Rio Grande do Sul e Parana apenas cultivam algas em
ambito laboratorial. Na regido sudeste do pais, os estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro
cultivam apenas a macroalga Kappaphycus alvarezii em escala comercial como

matéria-prima para uma pequena industria de carragena (Pellizzari e Reis, 2011).

Diante do exposto foi formulada a seguinte hipdtese: “A inclusdo da macroalga
G. domingensis na dieta de juvenis de Tainha M. Liza, tem a capacidade atuar no
desempenho zootécnico, modificar o perfil leucocitario e modular seu sistema imune

dos animais”.
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627 3. Objetivo Geral
628

629 Avaliar o efeito da inclusdo da macroalga Gracilaria domingensis na racdo de
630 juvenis da tainha Mugil liza.
631

632  3.1. Objetivos especificos

633

634 e Avaliar o desempenho zootécnico analisando as varidveis: ganho de peso,
635 conversao alimentar aparente, taxa de crescimento especifico, eficiéncia
636 alimentar, eficiéncia proteica e sobrevivéncia dos juvenis de tainha
637 alimentados com dietas contendo diferentes percentuais de inclusdo da farinha
638 da macroalga G. domingensis;

639

640 e Avaliar o teor corporal de Proteina (PB%), Lipideos (EE%), Matéria seca
641 (MS%) e Cinzas (MM%) dos peixes alimentados com diferentes niveis de
642 inclus@es da farinha da macroalga G. domingensis;

643

644 e Investigar por meio do leucograma e marcadores CD3 e CD4 no bago se a
645 inclusdo de Gracilaria domingensis na racdo de Mugil liza modula o sistema
646 imunoldgico .

647

648

649
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CAPITULO |

Inclusdo da macroalga Gracilaria domingensis na ragdo de juvenis de tainha Mugil
liza (Valenciennes, 1836) e seu efeito no crescimento e resposta imune especifica
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Abstract

Macroalgae present benefits and importance in formulation of diets for aquatic
organisms, being an excellent alternative in marine fish nutrition by stimulating growth,
immune system and reducing production costs. The aim of this study was to evaluate
the effect of the inclusion of the macroalgae G. domingensis in the diet of mullet
juvenile, Mugil liza. In order to support this objective, studies on zootechnical
performance, body chemical composition, differential blood cell counts and labeling of
T lymphocytes anti-CD3 and anti-CD4 co-receptors were carried out, with the premise
that the macroalgae could be used to improve the immune system without
compromising the animal growth. Five diets with increasing levels of G. domingensis
(0, 5, 10, 15 and 20%) were tested. The results of the experiment showed that fish of
treatments with 0, 5 and 10% of G. domingensis obtained better zootechnical
performance indexes. No significant differences were observed in body chemical
composition and differential white blood cell count in fish in all treatments. Significant
differences were found in labeled T lymphocytes by anti-CD3 and anti-CD4 techniques
in the spleen, between the animals fed with control diet and animals fed diets containing
macroalga inclusions. The inclusion of up to 10% of the G. dominigensis macroalgae in
diets of mullet juveniles does not affect the animal's zootechnical performance. All
levels of G. domingensis dietary inclusion led to an increase in the production of T

lymphocytes indicating that there was a stimulation of animal's immune system.

Key words: Rhodophyta, imune system, mullet nutrition
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1. Introducgéo

Algas vermelhas sdo consideradas promissoras fonte de nutrientes a alimentagéo
animal, por sua composicdo quimica ser adequada e seus compostos bioativos
estruturalmente diversos com 6timo potencial biomédico e farmacéutico (Fleurence,
2004).

A Gracilaria domingensis é uma espécie de macroalga pertencente as
Rhodophytas comumente encontrada na costa nordestina. Seu cultivo € viavel no
nordeste e sul do Brasil. O interesse em pesquisas de seus metabdlitos secundarios com
moléculas potenciais e biologicamente ativas é crescente (Ramolov, et al., 2011).
Estudos mostram que o extrato da G. domingensis apresenta atividade antioxidante e
contém acidos graxos essenciais e carotenoides, podendo ser utilizadas como fonte de
antioxidantes em aplicacdes que necessitem destas propriedades (Guaratini, et al, 2012),
além de ser uma fonte potencial de proteinas, aminoacidos, lipidios e acidos graxos
essenciais para dieta humana e animal (Gressler et al., 2010).

O efeito benéfico das algas como fonte de nutrientes foi demonstrado em varias
espécies de peixes (Valente, et al., 2006, 2015; Xuan et al., 2013; Tsuyoshi et al., 2010).
Thanigaivel et al., (2015) observaram que a administracdo de extratos e produtos das
algas Gracilaria folifera, Padina gymnospora e Sargassum cinereum em tilapia
(Oreochromis mossambicus) pode ser eficaz nos tratamentos terapéuticos e profilaticos
contra infeccdo por Pseudomonas spp. Peixoto et al. (2016) constataram que a
suplementacdo de Gracilaria spp., Fucus spp. e Ulva spp. na dieta do robalo europeu
(Dicentrarchus labrax) melhorou as respostas imunoldgicas e antioxidantes sem
comprometer o desempenho zootécnico do animal.

A parede celular das algas € composta por polissacarideos (agar, carragenana e
alginato), alguns destes compostos podem potencializar a atividade imunologica de
animais. Segundo Yoshizawa et al. 1995, os polissacarideos presentes na macroalga
Porphyra yezoensis tem a capacidade de ativar macrofagos in vitro e in vivo de ratos. A
macroalga Gracilaria verrucosa foi relatada para aumentar a atividade fagocitica
tambem em camundongos (Yoshizawa et al. 1995). Os polissacaridos sulfatados de
macroalgas tém mostrado efeito imunoestimulante, tanto em peixes como em camardes
(Rivera et al., 2002; Castro et al., 2003; Huang et al., 2006).
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inclusdo da macroalga G.
domingensis na dieta de juvenis da tainha Mugil liza. Com finalidade de respaldar esse
objetivo, foram realizados estudos sobre o desempenho zootécnico, composicdo
quimica corporal, perfil leucocitario e marcacdes de anticorpos anti-CD3 e anti-CD4 no
baco do animal, com o intuito de que a macroalga pudesse ser utilizada para melhorar o

sistema imunoldgico sem causar prejuizo do crescimento animal.

2. Material e Métodos

2.1.Material bioldgico e modelo experimental

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha
(LAPEM), Estacdo Marinha de Aquicultura da Fundagdo Universidade do Rio Grande-
FURG, atendendo aos requisitos exigidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissdo de Etica em Uso
Animal — CEUA/FURG, sob certificado de N° P074/2016. No LAPEM, os peixes foram
distribuidos em dois tanques (300L) para aclimatacdo e manutencdo, contendo agua do
mar com salinidade de 30 %o, temperatura 28°C e fotoperiodo 12h claro e 12h escuro. A
aclimatacdo se estendeu por uma semana e, durante este periodo a os animais foram
alimentados 2 vezes ao dia com a ragao controle (0% de inclusdo de G. domingensis) do
experimento até a saciedade aparente.

Apds este periodo, os juvenis de tainha (0,42 + 0,03g) foram anestesiados com
benzocaina (50 ppm) para a tomada inicial das medidas biométricas e distribuicdo nos
15 tanques circulares (volume atil de 50 L) sob densidade de 15 juvenis/tangue,
totalizando uma biomassa média inicial de 6,32 £+ 0,05g por unidade experimental. Para
a realizacdo do experimento, utilizou-se um sistema de recirculacdo de agua, contendo
quinze tanques circulares, com filtro biologico, sistema de aeracao constante e skimmer.
As condicbes de pH (7,76 + 0,09), salinidade (30,7 + 0,60 %o), temperatura (26
1,43°C) e fotoperiodo (12 h claro/12 horas escuro) atenderam niveis adequados para a
espécie . Para determinar o pH utilizou-se um pHmetro digital (x0,01, YSle-pH100,
Yellow Springs, OH, USA), a salinidade aferida com refratdbmetro ATAGO® (modelo
PAL-06S, Japan), oxigénio dissolvido (6,56 + 0,35 mg/L™) e temperatura foram
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mensurados com um oximetro (YSI 50A, Yellow Springs, OH, USA) diariamente. A
andlise de alcalinidade (92,17 + 14,87 mg/L CaCO3) foi realizada de acordo com Eaton
et al (2005), enquanto os niveis de nitrito (0,53 + 0,32mg L™) foi mensurado pelo
método de Bendschneider e Robinson (1952) e amoénia total (0,27 + 0,14mg/L™)
segundo metodologias descritas pela UNESCO (1983).

Diariamente, dez por cento do volume total de agua de cada tanque foi renovado,
sendo a &gua previamente tratada (clorada 30 ppm e declorada com aproximadamente
0,5g de vitamina C). A sifonagem das unidades experimentais para remorcao fezes e
sobras de racdo, foram realizadas diarimente, sendo o volume de &gua perdido reposto
igualmente mantendo a qualidade inicial do experimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, compreendendo cinco
tratamentos, conforme os niveis de inclusdo da macroalga G. domingensis: controle 0%
de inclusdo de G. domingensis (0,0 g kg™ de racdo); 5% (50,0 g kg™ de ragdo), 10%
(100,0 g kg™ de ragdo); 15% (150,0 g kg™ de racéo) e 20% (200,0 g kg™ de racdo).
Todos os tratamentos foram efetuados em triplicata. As dietas experimentais foram
oferecidas quatro vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00), a uma taxa de 10% do peso

corporal (g d%), sessando quando os peixes alcancavam saciedade aparente.

2.2. Dietas experimentais e composi¢ao proximal

A macroalga G. domingensis seca foi adquirida do Laboratério de Tecnologia do
Pescado da Universidade Federal do Piaui - UFPI.

As dietas foram isoproteicas (35% de proteina bruta), segundo Carvalho et. al.
(2010). Previamente, determinou-se a composi¢do proximal dos ingredientes no
Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos (LANOA/FURG), conforme o0s
métodos padrdes descritos pela AOAC (1999). Para aferir a matéria seca (MS), as
amostras foram mantidas em estufa (102°C) por 5 h; para obtencdo e quantificacdo das
cinzas (MM), as amostras sofreram uma pré-calcinacdo e posteriormente foram levadas
a mufla (600°C) por 5 h; a determinacéo do teor de proteina bruta (PB) foi efetuada de
acordo com a metodologia de Kjeldahl e, apds digestdo e destilagdo do nitrogénio da
amostra, multiplicou-se o resultado por 6,25; para determinacdo do extrato etéreo (EE),

as amostras foram submetidas ao extrator de Soxhlet, utilizando-se éter de petroleo
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como solvente por 5 h. Por fim, para fibra bruta (FB), as amostras sofreram digestdo
acida e bésica durante 30 minutos em cada digestdo, seguida pela queima do residuo em
mufla a 500°C, sendo o valor de FB obtida por diferenca entre os valores conforme a
metodologia descrita por Silva e Queiroz, 2009. Apos se obter os resultados para 0s
parametros descritos anteriormente, calculou-se o extrativo nao nitrogenado (ENN) das
racOes através da diferenca entre os valores somados de proteina bruta, extrato etéreo,
cinzas e fibra bruta. Para obtencdo do &gar foi utilizado os padrGes conforme Villanueva
et al. (2010), com algumas modifica¢des. Foi pesado 1,59 da macroalga seca, colocadas
em um becker de 100 mL, onde foram adicionados 15 mL de &gua destilada. Ajustou-se
0 pH para 4,0 utilizando &cido sulfarico (H.SO,4). A amostra assim tratada foi mantida
sobre chapa aquecedora (80°C), por até 3 horas. Apds esse tempo, acrescentou-se 50
mL de &gua destilada e seguidamente, ajustou-se o pH para 6,0 utilizando solugdo de
hidréxido de sodio (NaOH). O produto resultante formado (sélidos, dgua e gel) foi
filtrado e o gel resultante recolhido e deixado em repouso sob refrigeracéo (4,0°C + 0,5)
por um periodo de 24 horas. Seguiu-se a metodologia da AOAC (1999) para
determinacéo da matéria seca, para posterior calculo de rendimento.

Para o preparo das racdes, os ingredientes foram misturados seguindo a menor
proporcao para a maior, com a adicdo de 6leo de peixe ao final do preparo e, adicdo de
agua para a peletizacdo. Apds obtencdo dos péletes, as racdes foram postas em estufa
com circulacdo de ar a 65°C por 12h e depois de secas armazenadas em freezers a -

20°C. A formulacdo e composicdo centesimal das racdes sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Formulagéo das dietas com incluséo de Gracilaria domingensis e sua
respectiva composicao quimica.

Tratamentos
Ingredientes (g kg .1) GO G5 G10 G15 G20
Farinha de Peixe 320 320 320 320 320
*@G. domingensis 0 50 100 150 200
Farelo de soja 170 170 170 170 170
Milho 250 200 150 100 50
Oleo peixe 45 45 45 45 45
Amido milho 140 140 140 140 140
Celulose 55 55 55 55 55
Vit. e Min. Mix 20 20 20 20 20

Composi¢do quimica
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MS 97,78 98,49 98,37 98,35 98,31

PB 35,44 35,18 35,38 35,68 36,29
FB 7,50 7,08 8,00 8,08 8,47
EE 8,08 7,58 7,29 7,06 7,00
MM 7,83 8,76 9,75 10,69 12,08
ENN 41,14 41,40 39,68 38,50 36,30
EB 4760,45 4691,77 4633,40 4592,581 4535,166

GO (0% de inclusdo de G. domingensis), G5(5% de inclusdo de G. domingensis), G10 (10% de
inclusdo de G. domingensis), G15 (15% de inclusdo de G. domingensis) e G20 (20% de incluséo de
G. domingensis). * G. domingensis, matéria seca (%) 93,55, proteina bruta (%) 8,61, fibra bruta (%)
4,73, extrato etéreo (%) 1,45 e matéria mineral (%) 22,32, agar (%) 54,27.

2.3. Coleta de amostras e fixacéo

Ao final do periodo experimental os individuos foram eutanasiados com benzocaina
(500 ppm) e pesados em balanca digital com precisdo de 0,01g (MARTE, modelo -
BL3200H) para afericdo dos parametros de desempenho zootécnicos. Na sequéncia,
amostras de sangue foram tomadas via corte no pedinculo caudal para a preparagdo das
laminas de extensdo sanguinea (n= 45). Os bacos (n= 45 juvenis de M. liza) também
foram coletados, fixados em formol tamponado a 20% e reservados para anélises

histoldgicas.

2.4. Parametros Zootécnicos

Foram determinados os seguintes parametros:

1- Ganho de peso (g) = peso final — peso inicial;

2- Conversdo alimentar aparente (g) = racdo fornecida / ganho de peso;

3- Taxa de crescimento especifico (g) = [ (In peso final — In peso inicial) /dias de
criacdo] * 100;

4- Taxa de eficiéncia proteica (g): ganho de peso (g) / proteina ingerida (g);

5- Sobrevivéncia (%) = (quantidade final de animais / quantidade inicial dos

animais) * 100.
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2.5. Composic¢do quimica corporal

A composicdo quimica corporal matéria seca (MS%), matéria mineral (MM%),
extrato etéreo (EE%) e proteina bruta (PB%) dos peixes foi dertminada no
LANOA/FURG, a partir da maceracdo de quatro peixes inteiros e eviscerados (pool)
por tanque (AOAC, 1999).

2.6. Extensao sanguinea

Nove laminas por tratamento foram confeccionadas. Apos realizada a extensao
sanguinea, as laminas foram fixadas em metanol por 30 minutos, coradas com Giemsa
(Rosenfeld, 1947) e reservadas para posterior contagem diferencial de células de
leucdcitos (mondcitos, linfocitos e granuldcitos). Para a contagem diferencial utilizou-se
0s padr@es descritos por Ranzani-Paiva et al. (2013) com adaptacdes, em que a lamina
foi percorrida em forma de Z, sendo em sua extensdo capturadas dez imagens com
auxilio de uma camara axiocam ERc-5s acoplada em um microscépio (Primo Star
Zeiss) na objetiva (40x). Todas as imagens capturadas foram consideradas na contagem
os linfocitos, mondcitos e granulécitos (sem haver diferenciacdo). Os resultados sdo
apresentados em porcentagem por tratamento.

2.7. Imunohistoquimica

Foi avaliado o desenvolvimento das células hematopoiéticas no baco. O nimero
amostral utilizado foi de nove individuos de cada tratamento realizado. Os bacos
coletados foram fixados em formol tamponado 20% e posteriormente incluidos em
paraplast, sendo marcados de acordo com a metodologia ABC peroxidase (Vectastain
Elite ABC Kit, Canada), descrita por Hsu et al. (1981). A imunohistoquimica foi
realizada com anticorpos monoclonais anti-Cd3 (Sigma®, USA) e anti-Cd4 (Dako,
Argentina). Os cortes histologicos foram lavados (0.1% diaminobenzidina),
deshidratadas e coradas com hematoxilina para sua posterior avaliagéo.

Avaliagdo dos receptores CD3 e CD4 se fez por analise quantitativa da
porcentagem da expressdo fenotipica por 100 milimetros quadrado de tecido (Romano

et al., 1996). A expressdo dos receptores CD3 e CD4, mediante as analises
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morfométricas, foi quantificada utilizando o software Bioscan OPTIMAS® 6.1
(Romano et al., 1996, Weibel, 1982).

2.8. Andlise Estatistica

Todos os dados obtidos tiveram os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk)
e homogeneidade (Levene) avaliados. Se pelo menos um destes requisitos ndo foi
atendido, aplicou-se transformacgdes matematicas. Uma vez atendido estes pressupostos,
os dados foram submetidos a ANOVA de uma via e, quando houve diferencas
estatisticas significativas detectadas entre os tratamentos, as medias foram comparadas
pelo Teste de Tukey. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi empregado quando
os dados apresentavam distribuicdo ndo normal ou ndo homogénea. Todas as analises

foram realizadas com um nivel minimo de significancia de 5% (p<0,05).

3. Resultados

3.1. Desempenho zootécnico

Os juvenis de tainha apresentaram maior peso final e ganho de peso quando
alimentadas com as dietas GO (0% de inclusdo de G. domingensis), G5, G10 e G15%,
onde a G20 apresentou diferenca significativa quando comparada a GO. O menor peso
final e ganho de peso foi registrado para os peixes alimentados com dieta contendo 15 e
20% de G. domingensis. A conversdo alimentar aparente (CAA) foi significativamente
menor (P < 0,05) nos tratamento GO, G5 e G10, sendo G15 e G20 estatisticamente
diferente de GO. A menor taxa de crescimento especifico (TCE) foi encontrada nos
peixes alimentados com dieta contendo 20% de incluséo de G. domingensis. Contudo, a
TCE ndo apresentou diferencas significativas em até 10% de inclusdo desta macroalga
em relagéo ao tratamento controle (P > 0,05). A maior taxa de retengéo proteica (TEP)
foi verificada nos peixes alimentados com a dieta controle, sendo estatisticamente igual
(P > 0,05) ao tratamento com G5 e significativamente melhor (P < 0,05) quando
comparada aos animais que receberam dietas contendo 10, 15 e 20% de G. domingensis.
Né&o foram detectadas diferencas significativas na sobrevivéncia entre os tratamentos (P
> 0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros de desempenho zootécnico de juvenis de tainha (M. liza)
alimentadas com diferentes niveis de inclusdo da macroalga G. domingensis na ragéo.

Parametros

Peso inicial (g)

Peso final ()

Ganho de Peso (Q)

CAA (9)
TCE
TEP

Tratamentos com niveis de inclusdo de G. domingensis

GO
0,42 +0,03
3,95 +0,05°
3,53 +£0,05°
1,82 £ 0,05%
3,74 £0,02°
1,55 +0,04*
86,67 + 5,44

G5
0,42 + 0,03
3,41 +0,29%
2,99 +0,29%
2,14 +0,14®
3,50 £0,13%
1,33 +0,00®
88,89 + 3,14

G10
0,42 + 0,03
3,40 +0,23%
2,98 + 0,23%
2,29 + 0,26®
3,47 £0,09%
1,25 + 0,15
84,44 + 11,33

G15
0,42 + 0,03
3,16 + 0,18"™
2,74 +0,18"
2,33 +0,05™
3,36 +0,10™
1,20 +0,15"
80,00 + 0,00

G20
0,43+0,03
2,82+0,18°
2,39+£0,18°
2,58 £ 0,09°
3,14+0,12°
1,07 £ 0,04°
93,33+5,44

Sobrevivéncia (%)

Valores médios das réplicas (+ desvio padrdo). Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas
significativas segundo o teste Tukey (P<0,05). Para os dados de sobrevivéncia foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis. CAA: Conversdo Alimentar Aparente; TCE: Taxa de Crescimento Especifico; e TEP:
Taxa de Eficiéncia Proteica. GO: 0% de farinha de G. domingensis; G5: 5% de farinha de G. domingensis;
G10: 10% de farinha de G. domingensis; G15: 15% de farinha de G. domingensis e G20: 20% de farinha
de G. domingensis.

3.2. Composicdo quimica corporal

Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos para
matéria seca (MS%), matéria mineral (MM%), extrato etéreo (EE%) e proteina bruta
(PB%) (P>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Composic¢do quimica corporal de juvenis de tainha (M. liza) alimentados com ragéo
contendo diferentes niveis de inclusdo de G. domingensis.

Tratamentos com niveis de inclusdo de G. domingensis

GO G5 G10 G15 G20
MS% 33,29 +1,27 33,08 +1,16 32,09+0,17 30,71+0,14 3160+1,39
MM% 4,79%0,29 4,76 £0,31 4,68 +0,13 4,92 £ 0,05 4,74+0,10
EE% 8,92+1,12 8,80+ 1,09 8,64 +0,13 7,37 +0,26 7,31+0,91
PB% 18,26 + 0,65 18,26 + 0,40 18,09 + 0,31 17,72+0,05 18,33+0,47

Os valores ndo apresentaram diferencas significativas (P < 0,05) entre linhas de acordo com o teste
ANOVA. MS: matéria seca; MM: matéria mineral; EE: extrato etéreo; PB: proteina bruta. GO: 0% de
farinha de G. domingensis; G5: 5% de farinha de G. domingensis; G10: 10% de farinha de G.
domingensis; G15: 15% de farinha de G. domingensis e G20: 20% de farinha de G. domingensis.

3.3. Contagem diferencial de leuctcitos
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Os percentuais médios de granuldcitos, linfécitos e mondcitos ndo apresentaram

diferencas (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Contagem diferencial de leuc6citos em juvenis de tainha (Mugil liza), alimentados
com dieta contendo diferentes niveis de inclusdo de G. domingensis

Tratamentos com niveis de inclusdo de G. domingensis

GO G5 G10 G15 G20
Granuldcitos (%) 19,85+1,27 14,29+2,93 18,11+ 2,17 16,84 +3,45 16,12+ 3,80
Linfécitos (%) 78,17+1,47 84,51+3,09 80,66 + 2,25 8165+2,66 82,45+354
Mondcitos (%) 197+0,36 1,20+ 0,16 1,23+0,40 1,51+0,80 1,43+0,26

Os valores ndo apresentaram diferencas significativas (P < 0,05) entre linhas de acordo com o teste
ANOVA. Para os dados de linfécitos e mondcitos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. GO: 0% de
farinha de G. domingensis; G5: 5% de farinha de G. domingensis; G10: 10% de farinha de G.
domingensis; G15: 15% de farinha de G. domingensis e G20: 20% de farinha de G. domingensis

3.4.  Imunohistoquimica (IHC)

A percentagem dos anticorpos primarios anti-CD3 e anti-CD4 nas células do
baco de juvenis de M. liza foi menor no tratamento controle e significativamente maior
(P<0,05) nos demais tratamentos com inclusdo da macroalga G. domingensis sem
diferirem entre si (Tabela 5).

Tabela 5 — Marcacao de anticorpos primérios anti-CD3 e anti-CD4 no bago de juvenis de tainha
(Mugil liza), alimentadas com dieta contendo diferentes niveis de inclusdo de G. domingensis.

GO G5 G10 G15 G20

( CI:/D3 2 52,0 +5,79° 82.27+7,04* 7593+1546* 86,40+6,79° 79,53 +5,22°
cel/mm

CD4 = 7513+11,15° 103,33+1306° 10527+9,67° 116,80+4,81" 103,53 +4,41°
(cel/mm?)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os tratamentos segundo teste
Tukey (P> 0,05). GO: 0% de farinha de G. domingensis; G5: 5% de farinha de G. domingensis; G20: 10%
de farinha de G. domingensis; G15: 15% de farinha de G. domingensis; G20: 20% de farinha de G.
domingensis.

4. Discussao
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O efeito da inclusdo de algas marinhas em dietas peixes depende da espécie de
alga, do nivel de inclusdo na dieta e da espécie de peixe utilizada. Neste estudo a
inclusdo de 5 a 10% da macroalga Gracilaria domingensis ndo causou prejuizos ao
desempenho zootécnico da M. liza apds 60 dias. De modo semelhante, Al-Asgah et al.
(2016) determinaram que o uso de até 10% de Gracilaria arcuata na dieta do catfish
africano (Clarias gariepinus) ndo afetou o crescimento dos animais em relacdo ao
controle. Por outro lado, quando alimentados com ragdo contendo 15 a 20% de G.
domingensis 0s juvenis de tainha apresentaram menores indices de desempenho
zootécnico. Wen et al. (2013) observaram menor ganho de peso do pargo preto
(Acanthopagrus schlegelii) alimentados com inclusdo acima 5% de Gracilaria
lemaneiformis, atribuindo este resultado a presenca de polissacarideos sollveis nédo
amilacéos (NSPs) e ao alto teor de minerais (19,7%) na macroalga. A G. domingensis é
rica em agar (54,27%), ficocolide encontrado principalmente nas espécies pertencentes
aos géneros Gracilaria e Gelidium (Cregut e Rondags, 2013). O 4gar em seu estado
natural, ocorre como carboidrato estrutural da parede celular das algas agarofitas,
podendo apresentar-se na forma de sais de calcio (Ca) ou mistura de sais de Ca e
magnésio (Mg), € uma mistura de dois tipos de polissacarideos: a agarose (polimero
neutro) e a agaropectina (polimero com carga sulfatado) (Arvizu-Higuera, et al., 2007).
O 4gar é considerado um fator antinutricionai ja que limitam a digestibilidade das
fragdes proteicas (Horie, et al., 1995). Entretanto, alguns estudos comprovam que 0s
polissacarideos sulfatados das algas tém efeitos antioxidantes, antitumorais e melhoram
a imunidade do organismo (Deng e Ji 1995; Matsui et al., 2003; Wen et al., 2006).

Por outro lado, sabe-se que NSPs geram redes funcionais que se ligam a agua e
minerais, além de que, trocam céations e absorvem compostos organicos (Brinker, 2009).
Este polissacarideo solivel em agua é viscoso, e por isso, eleva a viscosidade da dieta e
durante a digestdo intestinal, prejudicando a digestibilidade das proteinas e lipidios
(Francis et al., 2001). Estimando-se que a concentracdo de agar na dieta é crescente
(G0:0g, G5: 27,149, G10:54,27g, G15: 81,41g; G20: 108,54g/kg da dieta), isto poderia
explicar a diminuicdo da TEP com niveis de inclusdo acima de 5% de G. domingensis
na dieta para juvenis de M. liza. Importante acrescentar que a M. liza possui dificuldade
em assimilar carboidratos complexos, em funcdo do efeito em retardar o trénsito

gastrointestinal, prejudicando a absorcao de nutrientes (Ramos et al., 2015a).
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A composic¢do quimica corporal, ndo foi afetada com a inclusdo da macroalga na
dieta. Stadtlander et al. (2013) ndo foi encontrada diferengas significativa na
composicao corporal da tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) com a incorporagédo de
15 e 30% da alga vermelha (Porphyra yezoensis), que possui quantidade consideravel
de polissacarideos ndo amilacéos (NSPs) na composicdo. Al-Asgah et al. (2015)
afirmam que inclusdes acima de 20% G. arcuata na dieta de Clarias gariepinus
aumenta a deposicdo de proteina e lipideos na carcacga dos animais. Porém, Xaun et al.
(2013) afirmam que a inclusdo de 20% de G. lemaneiformis na dieta Acanthopagrus
schlegelii, diminuiu o nivel de lipidio corporal do animal, podendo ser reflexo parcial da
diminuicdo da digestibilidade lipidica. Como mencionado anteriormente, os NSPs
reduzem a digestdo e absorcdo de nutrientes diminuindo a acdo das enzimas digestivas
(Francis et al., 2001). Peixoto et al. (2016) notaram que inclusdes entre 2,5 e 7,5 das
macroalgas Gracilaria spp., Ulva spp., e Fucus spp. em dietas de Dicentrarchus labrax
ndo afetam o crescimento dos animais, no entanto concluiu que estas possuem efeito
imunoestimulante.

As macroalgas podem apresentar efeito imunoestimulante em peixes (Castro et
al., 2006, Peixoto et al., 2016). Os principais componentes do sistema imunoldgico a
nivel celular sdo leucdcitos, principalmente os linfocitos, mondcitos e granuldcitos. Eles
sdo responsaveis pela destruicdo ndo seletiva de patégenos, utilizando diversos
mecanismos de acdo (Tort et al., 2003). No presente estudo a contagem diferencial de
leucdcitos ndo foi alterada em funcdo dos diferentes niveis de inclusdo da G.
domingensis na dieta para juvenis de tainha. Mas, a suplementacdo alimentar com
ergosan (complemento alimentar a base de macroalgas marinhas) para Huso huso com
valores de 2,0, 4,0 e 6,0 g kg™ na dieta, incrementou a quantidade de linfécitos e
diminuiu os granulécitos (Jalali et al., 2009). Tendéncia similar foi verificada em M.
liza neste estudo, apesar de ndo ser detectada diferencas significativas entre 0s
tratamentos. Adel et al. (2016), investigaram o efeito da suplementacdo de Spirulina
platensis na dieta para esturjdo e concluiram que as concentracdes 2,5%, 5% e 10% tém
diferentes efeitos sobre o nimero de leucdcitos sanguineos (dependendo da célula
leucocitaria). Contudo, a suplementacdo de 10% de S. platensis na dieta, melhora a
resposta imune e resisténcia a doencas em H. huso. A G. domingensis é fonte de
carotenoides como zeaxantina e B-caroteno (Ramlov et al., 2011). Amar et al. (2000)

comprovou gue a suplementacgéo de carotenoides na dieta de truta incrementa a protegéo
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de macrofagos ao estresse, aumentando eficiéncia de resposta deles. Entretanto, a
presenca de alguns &cidos graxos n-3 e n-6 podem inibir a producdo de leucdcitos em
humanos (Calder, 2001) o que poderia ser um fator que explique a ndo variagéo entre as
celulas brancas.

O baco é um 0Orgdo importante para o sistema imune, onde ocorre a maturagédo
dos linfécitos T (Manning, 1994). Os co-receptores CD3 e CD4 tém sido identificados e
utilizados como marcadores de linfocitos T, mediante a utilizacdo de anticorpos de
células humanas (Germain, 2002). Apesar da contagem diferencial das células brancas
se mostratem iguais, quando realizada a imuno-histoquimica, foram encontradas
diferencas na marcacdo de anticorpos primarios anti-CD3 e anti-CD4 no baco dos
peixes alimentados com dieta controle e com as dietas contendo diferentes inclusdes da
macroalga. Isto sugere que em todos os niveis de inclusdo (5%, 10%, 15% e 20%)
houve maior producédo de linfocitos T3 e T4. Linfdcito T3 é um marcador universal de
linfocitos timico que expressa o receptor CD3, enquanto o linfocito T4 é considerado
regulador tanto da resposta imune humoral e celular expressando receptor CD4
(Marrack e Kappler, 1987; Romano, 2010). Fuhr et al. (2016) mencionaram gque uma
maior producdo de linfocitos T indica uma maior estimulacdo imune do organismo.
Algumas pesquisas tém identificado incremento na resposta imune ndo especifica. Xu et
al. (2011) avaliaram a resposta imune do peixe Siganus Canaliculatus alimentado com a
macroalga G. lemaneiformis e, afirmam que inclusdo de 33% da dieta diminui o
crescimento do animal, no entanto melhora a resposta imune nao-especifica, neste caso,
aumentando a atividade da lisozima. Yin et al. (2014) reportaram que concentracdes
médias de 1,0 e 1,5% laminarina na suplementacdo da dieta de Epinephelus
coioidestambém estimula a atividade da lisozima. Rejandran et al. (2016), avaliando o
efeito imunoestimulador da suplementagdo do polissacarideo da Padina gymnospora na
dieta de Cyprinus carpio em diferentes concentracdes (0,01%, 0,1% e 1,0%), notaram
que os peixes alimentados com dietas contendo 0,1% e 1,0% daquele polissacarideo
responderam com um aumento no numero de anticorpos produzidos pelos organismos e,

como consequéncia, incrementou-se também a resisténcia a organismos patogenos.

5. Conclusao
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A inclusdo de até 5% da macroalga G. dominigensis na dieta de juvenis de tainha
M. liza ndo prejudicou o desempenho zootécnico. A composi¢do quimica corporal e
contagem diferencial de células brancas ndo foi afetada com a incluséo desta macroalga
na dieta. Todos os niveis de inclusdo dietética da G. domingensis levaram a um aumento
na producdo de linfocitos T, indicando que houve uma estimulacéo do sistema imune do
animal. Em geral, os resultados indicam que a inclusdo da macroalga na dieta de
organismos aquaticos pode ser uma estratégia para aumentar a imunocompeténcia sem

comprometer o desempenho de crescimento dos animais.
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ANEXO |

COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL

Universizade Federal do Rio Grande
Pro-Resoria oo Pesquisa & Pds-Graduaglo - PROPESP
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CE &

CERTIFICADO N° P074/2016

Certificamos que o projeto intitulado “Avallagiio da suplementacio da dieta de juvenis da tainha
Mugil liza com a macroalga Gracifaria domingensis”, protocolo n? 23116.005921/2016-32, sob a

responsabdidade de Marcelo Borges Tesser -

que envolve a produgao, manutencdo efou

utllizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfio Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n* 11.794. de & de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela
COMISSAO DE ETICA EM USO ANIMAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
(CEUA-FURG), em reunido de 27 de setembro de 2016 (Ata 010/2016).

A CEUA lembra aos pesquisadores que qualquer alteragdo no protocolo expermental ou na
equipe deve ser encaminhada a comiss3o para avaliagdo e aprovagio. Um relatério final deve
ser enviado & CEUA no término da vigéncia do seu projeto.

CEUA N° Pq022/2016
COLABORADORES Andreline Jordana Coelho de Mendonga;
Luis Alberto Romano
VIGENCIA DO PROJETO 30/11/2017
ESPECIE/ LINHAGEM / RAGA Mugil liza (Tainha)
NUMERO DE ANIMAIS 300
PESO/ IDADE 2 g / Juvenis
SEXO Indiferente
ORIGEM Laboraténio de Piscicultura Marinha da
Universidade Federal de Santa Catarina -
UFSC
ENVIO DO RELATORIO FINAL Dezembro/2017
2016
igueiredo
da CEUA-FURG
Controle da CEUA - Parecer(es) préviods) rel do(s) a0 p - PO64/2016. Pégina 11
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