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Resumo Geral

O bijupird apresenta grande potencial para producdo devido sua elevada taxa de
crescimento, rusticidade durante o manejo e elevado valor de mercado, sendo a Unica
espécie peixe marinho que vem sendo produzida comercialmente no Brasil. A aplicacéo
de substancias com propriedades imunoestimulantes, como o alho, tem sido considerada
uma abordagem eficiente no manejo da salde em peixes na aquicultura. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi determinar os efeitos da adicdo de alho na racdo no
desempenho zootécnico e nos indices hematolégicos e imunolégicos de juvenis de
bijupird Rachycentron canadum. Os juvenis com ~170 g e 30 cm foram estocados em
seis tanques-rede de 12 m® (40 juvenis por tanque-rede) na Maricultura Costa Verde,
litoral sul do Rio de Janeiro. Trés tanques foram alimentados com racdo Umida
(controle) e trés tanques com racdo Umida com 1% do peso Umido total adicionado de
alho/Kg (tratamento). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia durante 68 dias.
Ao final do periodo experimental ndo foram observadas diferencas significativas
(P>0,05) no desempenho zootécnico entre os tratamentos. Os indices zootécnicos entre
0 controle e o tratamento, foram respectivamente: ganho de peso foi de 80 e 93%;
biomassa final foi de 12,62 Kg e de 12,66 Kg; taxa de conversdo alimentar aparente 4,9
e 5,5 e sobrevivéncia de 99 e 97%. Foram significativamente maiores os linfécitos
circulantes, assim como foi observada uma maior expressdo fenotipica nos linfécitos
CD3 (cel/mm?) e CD4 (cel/mm?) nos rins dos peixes alimentados com ragdo contendo
alho. Os mondcitos (%), trombdcitos (%) e relagdo N:L foram significativamente
maiores nos peixes que se alimentaram da racdo sem alho. Na por¢cdo média do intestino
a altura da vilosidade (mm) e nimeros de vactolos (mm) foram também superiores nos
peixes alimentados com adicdo de alho. Portanto, o alho beneficiou o sistema
imunoldgico e a morfologia intestinal de juvenis do bijupird, sendo recomenda sua

inclusdo na alimentacao dos peixes.

Palavras-chaves: piscicultura marinha, sistema imune, tanque-rede.
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ABSTRACT

Cobia is a species that presents attributes that qualify it as a target for breeding: high
availability, ease of obtaining natural resources in captivity, multiple spawns within the
same reproductive period, rapid growth, ease of handling, resistance to variations in
water quality, acclimatization to tanks and adaptability to commercial diets. It can be
created in ponds and recirculation systems, but the main breeding system is net tanks,
which can be installed in bays or open sea and its creation in Brazil is already a reality.
The application of substances with immunostimulants properties, such as garlic, has
been considered an efficient approach in fish health management in aquaculture. The
objective of the present study was to determine the effects of garlic addition on feed in
the zootechnical performance and hematological and immunological indices of
juveniles of cobia Rachycentron canadum. Juveniles of ~ 170 g and 30 cm were stored
in six 12 m3 net tanks (40 juveniles per net tank) at Mariculture Costa Verde, south
coast of Rio de Janeiro. Three tanks were fed with moist ration (control) and three tanks
with moist ration with 1% of the total moist weight added of garlic / kg (treatment). Fish
were fed twice daily for 68 days. At the end of the experimental period, there were no
significant differences (P> 0.05) in the zootechnical performance between treatments.
The zootechnical indexes between control and treatment were, respectively: weight gain
80 and 93%; final biomass 12.62 kg and 12.66 kg; apparent feed conversion rate 4.9 and
5.5; survival rates 99% and 97%. Circulating lymphocytes were improved, as well as
higher phenotypic expression in CD3 (cel/mm?) and CD4 (cel/mm?) lymphocytes in the
kidneys of fish fed with the feed with garlic. Monocytes (%), thrombocytes (%) and
N:L ratio were significantly higher in fish fed with feed without. In the middle portion
of the intestine the villus height (mm) and vacuole numbers (mm) were also higher in
fish fed with feed with garlic. Thus, it is recommended the inclusion of 1% garlic, the
cobia had the immune system stimulated and benefited the intestinal morphology of

juveniles of bijupira providing a greater absorptive capacity of the fish.

Keywords: Marine fish farm, immune system, net tank.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Descricao da espécie

O bijupiré (Figura 1), também conhecido por cobia, € a Unica espécie da familia
Rachycentridae. No ambiente natural, o bijupira € encontrado normalmente sozinho ou
formando pequenos cardumes, nas proximidades de estruturas flutuantes ou mesmo
distribuido na coluna d’agua (Shaffer & Nakamura, 1989). O bijupira é espécie de peixe
de habito migratério e pelagico, o bijupira esta distribuido em todos os mares tropicais e
subtropicais, exceto a parte central e oriental do Oceano Pacifico, ndo sendo encontrado
apenas no Mar Mediterraneo e na costa leste do Oceano Pacifico (Shaffer & Nakamura,
1989). No Atlantico ocidental esta distribuida desde o Canada até as Ilhas Bermudas e,
de Massachusetts (EUA) até a Argentina, incluindo Golfo do México e Caribe (Robins
& Ray, 1986; Scott & Scott, 1988; Smith, 1997) (Figura 2). No Brasil, 0 R. canadum
estd presente em todo o litoral, porém em maior abundancia na Regido Nordeste
(Figueiredo & Menezes, 1980). Esta espécie habita regides de estuarios, associados a
recifes e zona costeira em profundidade até 1.200 m (Shaffer & Nakamura, 1989; Riede,
2004). A distribuicdo do bijupira tem influéncia direta da temperatura, tendo preferéncia
por ambientes de aguas quentes. No entanto, ha registro de ocorréncia da espécie em
regibes temperadas durante os meses de verdo, sendo encontrada em aguas de
temperatura variando de entre 17 a 32 °C (Shaffer & Nakamura, 1989).

E uma espécie que possui habito alimentar carnivoro, de comportamento muito
voraz na alimentacgdo, podendo engolir presas inteiras (Darracott, 1977). Na natureza, o
bijupird alimenta-se de crustaceos, invertebrados bentdnicos e peixes (Fischer et al.,

1990; Collette, 1999). No litoral do nordeste do Brasil o bijupird se alimenta

basicamente de teledsteos (Cavalli et al., 2011).
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Figura 2: Area de distribuicio do Rachycentron canadum. (www.fishbase.com.br)

1.2 Aquicultura do Bijupira

Os primeiros trabalhos sobre a criacdo de bijupird em cativeiro comegcaram nos
Estados Unidos na década de 70 (Hassler & Rainville, 1975). Porém, o primeiro registro
da producdo comercial dessa espécie teve inicio apenas nos anos 90 em Taiwan, estando
sua criacdo em desenvolvimento apdés o ano 2000, devido as suas excelentes
caracteristicas de desempenho zootécnico (Liao et al., 2004; Liao & Leafios, 2007). O
sucesso atingindo por Taiwan é o maior exemplo para estimular o desenvolvimento da
criacdo dessa espécie em outros paises. Além dos paises asiaticos, o bijupird vem sendo
criado em diversos varios outros paises (Liao et al., 2004; Benetti et al., 2010; Cavalli et
al., 2011; Sampaio et al., 2011). A producdo mundial de bijupira em cativeiro em 2015
foi de 42.494,03 toneladas (FAO, 2017).

Vérios atributos qualificam a espécie como alvo para criacdo sdo: elevada
fecundidade, facilidade de obtencdo de desovas naturais em cativeiro, multiplas desovas
dentro do mesmo periodo reprodutivo, rapido crescimento, facilidade de manejo,
resisténcia as variacGes de qualidade de &gua, aclimatacdo a tanques e adaptabilidade
para racdes comerciais (Arnold et al., 2002; Schwarz et al., 2004: McLean et al., 2009).
Estudos j& foram realizados sobre o bijupird e suas necessidades em cativeiro,
especialmente focados na reproducdo (Franks et al., 2001; Arnold et al., 2002;
Peregrino et al., 2014), efeitos da qualidade de dgua sobre o crescimento (Faulk & Holt,
2006; Resley et al., 2006; Rodrigues et al., 2011, Rodrigues et al., 2015) e fatores de

alimentacdo (frequéncia alimentar) e nutricionais (requerimento de proteina, lipidios,
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aminoéacidos, acidos graxos, minerais, vitaminas) (Wang et al., 2005; Craig et al., 2006;
Liu et al., 2013; Watson et al., 2013; Costa-Bonfim et al., 2014; Ren et al., 2014;
Moreira et al., 2015; Nie et al., 2016). O bijupird apresenta uma alta taxa de
crescimento, chegando a atingir em 1 ano de producéo de 4 a 6 kg (Liao et al., 2004;
Benetti et al., 2008) e 8 a 10 Kg em 1 ano e 6 meses (Liao et al., 2004). O bijupira
apresenta uma excelente qualidade de carne durante o processamento, apresentando um
bom rendimento e também um elevado valor comercial (Liao & Leafios, 2007,
Gongalves et al., 2014).

O bijupird pode ser criado em diversos tipos de sistemas de criagdo, como em
sistemas de recirculacdo de agua (RAS), com boas taxas de crescimento e sobrevivéncia
de larvas e juvenis (Faulk et al., 2007; Riche et al., 2013). Os viveiros sdo outro sistema
produtivo empregado para producdo de larvas e juvenis do bijupira (Weirich et al.,
2004; Ribeiro et al., 2014). O principal sistema de criagdo utilizado no mundo para o
bijupira sdo os tanques-redes. Os tanques-redes podem ter variadas formas e tamanhos,
e podem ser implantados em areas protegidas, como baias e enseadas (Nhu et al., 2011;
Sampaio et al., 2011; Moreira et al., 2015; Bezerra et al., 2016), ou mesmo em mar
aberto (Liao & Leafio, 2007; Benetti et al., 2010; Cavalli et al., 2011). A producéo de
bijupirad pela aquicultura brasileira ja € uma realidade sendo a Unica espécie de peixe
marinho produzida no Brasil, porém ndo existem dados oficiais de sua producao
atualmente no pais. Domingues et al. (2014) demonstrou que a criacdo de bijupira em
tanque-rede em mar aberto no litoral de Pernambuco seria rentavel se a produtividade
fosse maior ou igual a 10 kg.m™ e se o valor de venda fosse de pelo menos R$15,00 kg

! Enquanto a criacdo de bijupird em tanques-rede em mar aberto em Pernambuco e em

baias protegidas no Rio de Janeiro (Figura 3) sdo economicamente vidveis (Bezerra et
al., 2016).

Figura 3: Tanques-redes para criacdo de bijupira. (Foto: Victor Lira)



146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158

159
160

161
162
163
164
165
166
167
168

1.3 Sistema Imunoldgico

O sistema imunoldgico é classificado em sistema imune inato, inespecifico ou
natural e sistema imune adaptativo, especifico ou adquirido, o qual é responsavel pela
defesa do organismo (Abbas et al., 2007) (Figura 4). A ativacdo do sistema imune
inespecifico em peixes é a primeira acdo contra a presenca de um agente patogénico e
na contencdo de muitas infecgdes sem ativacao do sistema imune especifico (Levraud &
Boudino, 2009). O sistema adquirido apresenta resposta imune humoral e celular,
envolvendo os 6rgdos e tecidos linfoides, células apresentadoras de antigeno (APCs),
linfécitos T e B, imunoglobulinas e moléculas do sistema complemento (Watts et al.,
2001), concedendo a este sistema de defesa a producdo de anticorpos ou células
citotoxicas especificas para cada antigeno, criando memoria imunolégica (Trichet,
2010).
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Figura 4: Resposta do sistema imunoldgico de peixe frente a invasdo por patdgeno
(adaptado de Shoemaker et al., 2001).

Os linfocitos, mondcitos, neutréfilos e trombdcitos sdo leucocitos, regularmente
observados na circulacdo dos peixes. Sdo células com funcédo de defesa do organismo,
usando vias sanguineas para o controle de possiveis infeccdes e ou danos em tecidos
(Satake et al., 2009).0s linfocitos sdo células diretamente ligadas ao sistema imune. Sdo
bastante diferenciados e que apresentam resposta frente a estimulos imunolégicos (Ellis,
1977). Séo relatados na literatura como o0s mais abundantes entre os leucdcitos em
peixes teledsteos (Fange, 1992; Hrubec & Smith, 2010; Campbell, 2012). Os linfocitos

9
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transitam por todo o corpo através do sangue ou linfa, se concentram nos Grgaos
linféides, podendo estar presentes em outros tecidos afetados ou ndo por meio de
processos inflamatorios (Peleteiro & Richards, 1985; Hibiya, 1994).

Os linfécitos se dividem em dois grupos diferentes de populacdo linfocitaria, os
que produzem imunoglobulinas (células B) e os que fazem sinalizacdo imunoldgica ou
possuem granulos toxicos a agentes patogénicos (células T) (Farrel, 2011). Todos os
linfécitos obtém o receptor CD3 ao chegar ao timo, que € um marcador universal, logo
sdo divididos de acordo com a sua fungdo em duas subpopulagBes linfocitérias
principais, os linfocitos T CD4+ ou auxiliares e os linfécitos T CD8+ ou citotdxicos, o
linfécito T4 tem uma funcdo importante em colocar em funcionamento todo o sistema
imune e atua como um elo entre a imunidade inespecifica e especifica (Romano, 2010).
No bijupira, é possivel encontrar no rim anterior linfocitos com receptores CD3™ a partir
do oitavo dia ap6s a eclosdo e, linfocitos com receptores CD4™ a partir do décimo
terceiro dia apos a eclosdo (Klosterhoff et al., 2015). Uma producdo maior de linfocitos
T indica uma maior estimulacdo imune do organismo (Fuhr et al., 2016).

Os monacitos, conhecidos também como macrdfagos circulantes (Hrubec &
Smith, 2010), representam a primeira célula fagocitica em peixes (Ellis, 1977). Eles tém
a habilidade de migrar da corrente sanguinea até o foco inflamatério, durante processos
de infeccdo ou induzidos artificialmente (Belo et al., 2005; Martins et al., 2009; Santos
et al., 2009). Os macrofagos sdo derivados dos mondcitos, fagocitam substancias
estranhas abidticas e bidticas, como diferentes patdgenos. Desempenham um papel de
grande importancia na resposta imune, por ser uma célula fagocitica, produz e libera
citocinas, participam do processo da apresentacdo de antigenos aos linfécitos, células do
sistema imune adaptativo (Secombes & Fletcher, 1992; Cuesta et al., 1999).

Os trombdcitos dos peixes sdo similares as plaquetas em mamiferos (Grant,
2015). Sédo leucocitos que tem participacdo na defesa organica, envolvendo
principalmente a coagulacdo sanguinea (formacdo de trombos) (Ellis, 1977; Fange,
1992; Hine, 1992; Grant, 2015). Mas também atuam na fagocitose, em particular na
remocdo de vestigios de células ou tecidos mortos ou danificados (Matushima &
Mariano, 1996; Tavares-Dias et al., 2007). Possuem a capacidade de migrar para o foco
inflamatorio em procedimentos induzidos em experimentos (Ranzani-Paiva et al.,
2013).

A inclusdo de alho na racdo de peixes é capaz de alterar o perfil leucocitario de

maneira benéfica ao peixe, como ja é demonstrado em diversos estudos para truta arco-

10
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iris (Nya & Austin, 2009; Nya & Austin, 2011), barramudi (Talpur & Ikhwanuddin,
2012) e também espécies nativas de peixes de agua doce que sdo alvo da aquicultura no
Brasil, como o tambaqui (Inoue et al., 2016) e o pacu (Martins et al., 2002). Por
exemplo, o0 estresse em peixes pode causar uma mudanca no perfil de leucdcitos
(aumento do numero de neutrofilos e diminuicdo dos linfécitos circulantes),
demonstrando que podem estar relacionados a glicocorticoides elevados, endogenos e
exogenos (Wojtaszek et al., 2002; Anderson et al, 2011). A relagdo
neutréfilos:linfocitos (N:L) pode ser utilizada como indice de uma resposta de estresse
secundario como proposto por Davis et. al. (2008). Portanto, sera avaliado se o alho
adicionado ao alimento possui efeito positivo sobre o perfil leucocitario de juvenis de

bijupira.

1.3 Alho Como Imunoestimulante

Nos ultimos anos, a utilizacdo de imunoestimulantes tem recebido uma grande
atencdo na aquicultura e tém sido utilizados como aditivos alimentares aplicados na
producdo de peixes como tratamento alternativo para antibidticos, uma vez que foram
reportados por controlar patdgenos ativando o sistema imunoldgico de peixes de criagdo
(Adel et al., 2015; Van Hai, N., 2015).Plantas com histérico medicinal tém sido
avaliadas quanto a sua eficidcia no sistema imune de varias espécies de peixes
produzidas (Talpur et al. 2013; Kanani et al., 2014; Wu et al., 2016). O alho tem uma
historia de aplicagdes alimentares e medicinais para o controle de vérias doengas e atua
como um estimulante imunolégico, incluindo varias espécies de peixes, como truta
arco-iris (Nya & Austin, 2009; Nya & Austin, 2011) e o barramudi (Talpur &
Ikhwanuddin, 2012). Os efeitos positivos sdo devidos a varios componentes sulfatados
do alho que proporcionam estas propriedades, porém o componente biol6gico mais
ativo e que particularmente tem recebido bastante atencdo € a alicina (dialil-tiosulfinato)
(Miron et al., 2004; Arnauta et al., 2003; Rose et al., 2005), que representa 70% dos
compostos sulfatados existentes no alho (Miron et al., 2004; Arnauta et al., 2003).

A suplementacdo da racdo de peixes com alho vem sendo estudada para diversas
espécies de peixes. O. mykiss obtiveram maior crescimento e protegdo contra infeccéo
de Aeromonas hydrophila quando alimentados com alho (Nya & Austin, 2009).
Enquanto, Nya & Austin (2011) observaram em O. mykiss que o efeito protetor do alho
se estendeu por 28 dias ap0s a sua administracdo aos peixes. Ja a truta marrom Salmo

caspius apresentou melhor crescimento, menor mortalidade e foi observada estimulagéo

11
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do sistema imunoldgico, por meio de maior atividade da lisozima e quantidade de
proteina total plasmatica nos peixes que foram alimentados com 20g/Kg de alho na
racdo (Zaefarian et al., 2017). Juvenis de bijupira alimentandos com 1,3, 2 e 3 % de
alho na racéo, tiveram melhor crescimento e maior protecdo contra a Photobacterium
damselae subsp. piscicida and Streptococcus iniae em relacdo ao que ndo se
alimentaram da racdo suplementada com alho (Guo et al., 2015). Guo et al. (2012)
observaram que juvenis de Epinephelus coioides alimentados com 1,3 e 4% obtiveram
maior ganho de peso e aumento da eficiéncia alimentar, como também uma menor
mortalidade quando desafiados a Streptococcus iniae. Barramundis Lates calcafier
alimentados com racgéo contendo 5, 10, 15, 20 % quantidade de alho, obtiveram melhor
crescimento e demonstraram maior resisténcia contra infecgbes bacteriana e foi
observado que o sistema imune foi estimulado (Talpur & Ikhwanuddin, 2012).
Enquanto, trutas arco-iris, Oncorhynchus mykiss quando alimentadas com 2,5%
apresentaram um aumento na quantidade de melanomacréfagos nos rins, indicando uma
estimulacdo na remocao de particulas estranhas ou produtos de degradacéo celular nos
peixes (Breyer et al., 2015). No entanto, ndo ha estudos sobre o efeito imunoestimulante
do alho para o bijupira.
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OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da suplementacdo de alho na racdo em juvenis do bijupira

Rachycentron canadum criados em tanques-rede “near-shore”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Aferir a influéncia do alimento suplementado com alho no desempenho
zootecnico de juvenis de bijupira.
e Determinar os efeitos da adicdo de alho na racdo nos indices
hematoldgicos e imunolégicos de juvenis de bijupird.
e Investigar alteragdes na morfologia intestinal dos juvenis de bijupird em

funcdo da adicdo de alho no alimento.
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ANexo

SUPLEMENTACAO DIETETICA DE ALHO MODULA POSITIVAMENTE O
SISTEMA IMUNOLOGICO E A MORFOLOGIA INTESTINAL DE JUVENIS

DO BIJUPIRA Rachycentron canadum
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da inclusdo de alho na ragao de juvenis
de Rachycentron canadum. Os juvenis (N = 40 por tanque-rede, N total = 120 por
tratamento), com ~ 170 g e 30 cm foram submetidos a dois tratamentos: inclusdo de 1%
de alho na racdo e tratamento controle (sem adicdo de alho). O periodo experimental
teve duracdo de 68 dias e os peixes foram alimentados duas vezes ao dia. Ao final do
periodo experimental foi avaliado o desempenho zootécnico, parametros hematol6gicos
e imunoldgicos, assim como a morfologia do intestino dos peixes. Ndo foram
observadas diferengas significativas (P>0,05) no desempenho zootécnico entre 0s
tratamentos. Foram significativamente maiores as propor¢cdes de quantidades de
linfécitos (%) no sangue, assim como foi observada uma maior expressao fenotipica nos
linfécitos CD3 e CD4 nos rins dos peixes que se alimentaram com racgao contendo alho.
Os mondcitos, trombacitos, relacdo N:L foram significativamente maiores nos peixes
que se alimentaram da racdo sem alho. Na morfometria do intestino foi observado que a
altura das vilosidades e numero de vacuolos na por¢cdo média dos peixes que se
alimentaram da racdo com inclusdo de alho foram maiores, quando comparado ao
tratamento controle. Nossos resultados indicam que a adi¢do de 1% de alho na ragdo de
juvenis de R. Canadum estimula o sistema imunoldgico, assim como beneficia a
morfologia do intestino de juvenis do bijupird proporcionando uma maior capacidade

absortiva dos peixes.

Palavras-chaves: alimentacdo, imunologia, piscicultura marinha.

ABSTRACT

The aim of the present study was evaluated by the effect of the inclusion of garlic in the
Rachycentron canadum juvenile ration. The juveniles (N = 40 per tank, total N = 120
per treatment), with ~ 170 g and 30 cm were submitted to two treatments: inclusion of
1% garlic in the diet and control treatment (without addition of garlic). The
experimental period lasted 68 days and the fish were fed twice a day. At the end of the
experimental period, the zootechnical performance, hematological and immunological
parameters, as well as the fish intestinal morphology were evaluated. There were no
significant differences (P> 0.05) in the zootechnical performance between treatments.
The proportions of lymphocytes (%) in the blood were significantly higher, as was a

higher phenotypic expression in the CD3 and CD4 lymphocytes in the kidneys of the
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fish that were fed feed with garlic. Monocytes, thrombocytes, N:L ratio were
significantly higher in fish fed on the diet without garlic. In the morphometry of the
intestine, it was observed that the villi height and number of vacuoles in the middle
portion of the fish that fed the diet with garlic inclusion were higher when compared to
the control treatment. Our results indicate that the addition of 1% garlic in the R.
canadum juvenile ration stimulates the immune system as well as benefits the intestinal
morphology of juveniles of the cobia, providing a greater absorptive capacity of the
fish.

Keywords: Feeding, immunology, marine fish farming.

INTRODUCAO

O bijupira Rachycentron canadum, esta distribuido em todos os mares tropicais
e subtropicais, com excessdo da parte central e oriental do Oceano Pacifico. Apenas nao
é encontrado no Mar Mediterrdneo e na costa leste do Oceano Pacifico (Shaffer &
Nakamura, 1989). Vérias caracteristicas confirmam o grande potencial de producéo do
bijupird, como elevada fecundidade, facilidade de obtencdo de desovas naturais em
cativeiro e mdultiplas desovas dentro do mesmo periodo reprodutivo (Arnold et al.,
2002; Peregrino et al., 2014), rapido crescimento, facilidade de manejo, adaptabilidade
a diferentes sistemas produtivos e facil aceitacdo de ragcdes comerciais (McLean et al.,
2009), assim como ampla tolerancia a parametros de qualidade de &gua (Santos et al.,
2012; Sun & Chen, 2014; Rodrigues et al., 2015). A criacdo desta espécie vem sendo
realizada em paises asiaticos, e se espalhou para paises da Europa, Australia, Estados
Unidos, América Central e do Sul, incluindo o Brasil (Liao et al., 2004; Benetti et al.,
2010; Cavalli et al., 2011; Sampaio et al. 2011; Bezerra et al., 2016). E a Unica espécie
de peixe marinho que vém sendo criada comercialmente no Brasil, porém como sua
producdo ainda é incipiente, ndo héa estatisticas oficiais de producdo dessa espécie no
pais. O principal sistema de engorda utilizado para o bijupira sdo os tanques-redes, que
sdo instalados em areas protegidas, como baias e enseadas (Nhu et al., 2011; Sampaio et
al. 2011), ou mesmo em mar aberto (Benetti et al., 2010; Domingues et al., 2014,
Bezerra et al., 2016).

A aplicacdo de substancias com propriedades imunoestimulantes tem sido
considerada uma abordagem eficiente no manejo da saide em peixes na aquicultura,

pois sdo utilizadas para controlar patdgenos por meio da ativacdo do sistema imune
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(Nya & Austin, 2009). Plantas consideradas medicinais tém sido avaliadas quanto a sua
eficacia no sistema imune na producdo de peixes (Talpur et al., 2013; Kanani et al.,
2014; Ribeiro et al., 2016; Wu et al., 2016). O alho ja tem um histérico de aplicagdes
alimentares e medicinais (Ankri & Mirelman, 1999), inclusive com efeitos benéficos
nos peixes. Estudos prévios comprovam que o alho atua como imunoestimulante,
aumentado a resisténcia dos peixes a enfermidades, como em trutas arco-iris
Oncorhynchus mykiss alimentadas com 0,5 e 1% de alho na ragdo onde foi observadi
efeito positivo no seu sistema imunoldgico (Nya & Austin, 2011). Enquanto Talpur &
Ikhwanuddin (2012) observaram que barramudis Lates calcafier alimentados com racéo
contendo alho obtiveram maior ganho de peso, taxa de crescimento especifico e
conversao alimentar em relacdo aos que se alimentaram apenas de racdo sem a inclusao
de alho. A adicdo de alho j& foi testada no alimento de juvenis do bijupira, e confirmada
que a suplementagdo a partir 1,3% de alho reduz a mortalidade dos peixes quando
desafiados a Photobacterium damselae subsp. piscicida e Streptococcus iniae (Guo et
al., 2015).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da incluséo de alho na
racdo de juvenis do R. canadum e avaliar seus efeitos no desempenho zootécnico,
composicdo proximal da carcaca, perfil leucocitario e marcacdes de anticorpos anti-
CD3 e anti-CD4 no rim dos peixes, assim como avaliar a morfologia intestinal dos

mesmaos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Maricultura Costa Verde, Ilha Grande, Angra
dos Reis — RJ. Os peixes foram adquiridos de um laboratério comercial de producao de
juvenis e disponibilizados pela prépria Maricultura Costa Verde. O presente estudo foi
aprovado pelo comité de ética em uso animal CEUA-FURG (Pq024/2017).

Preparo das racdes experimentais

O alho foi descascado, picado e em seguida seco em estufa a 50°C por 48 horas.
Apos seco, o alho foi triturado em moinho e posteriormente conservado em recipiente
vedado e armazenado no freezer a -20°C, de acordo com Esmaeili et al. (2017). O alho
em po foi incorporado no preparo da racdo umida utilizada na fazenda. Para a
preparacdo da racdo o peixe € colocado para cozer durante 1 h (facilitar a mistura da

racao). Apds o peixe cozido, acrescenta-se racdo comercial de 28% de proteina e 8% de
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lipidios, segundo o protocolo do produtor (1 kg de peixe cozido, 0,7 kg de racdo). Nessa
etapa sdo misturados os ingredientes e o alho foi adicionado a racdo experimental. A
racdo foi entdo processada em moedor (CAF, modelo 22, Brasil) e, posteriormente,

ensacada e armazenada em freezer -20 °C até ser administrada aos peixes.

Desenho experimental

Os juvenis de bijupira (~170 g e 30 cm) foram submetidos a dois tratamentos:
um tratamento com adicdo de 1% de alho na ragdo e um tratamento controle (sem
adicdo de alho). A racdo que foi utilizada nesse experimento foi uma ra¢do Umida
preparada na propria fazenda. Os peixes foram estocados em 6 tanques-redes de 12 m?,
3 tanques-redes para cada tratamento. Foram estocados 40 peixes em cada tanque,
totalizando 120 peixes para o controle e 120 peixes para o tratamento. Os bijupiras
foram alimentados duas vezes ao dia (7:00 e 16:00 h), durante um periodo de 68 dias.

Analise da Qualidade de Agua

As concentracfes de oxigénio dissolvido e temperatura da &gua foram
monitoradas diariamente com o auxilio de oximetro digital (YSI, 550A, EUA).
Amostras de agua foram coletadas uma vez por semana para aferir a salinidade com
refratbmetro digital (ATAGO PAL-06S, Japdo), o pH com pHmetro de bancada
(METTLER TOLEDO 17 Five Easy FE20, Suica) e a alcalinidade por titulacdo de
acordo com os métodos descritos por Baumgarten et al. (2010). Durante o experimento
os parametros foram mantidos em 22,0 + 0,8 °C, o oxigénio dissolvido foi de 6,0 £ 0,5
mg L%, a salinidade 35%o, o pH 8,04 + 0,09 e a alcalinidade 150 mg CaCOs L.

Desempenho Zootécnico

Ao final do periodo experimental, os peixes foram anestesiados com benzocaina
(50 ppm), pesados em balanca digital e mensurados com ictidmetro. Foram aferidos os
indices zootécnicos: ganho de peso (GP), taxa de conversdo alimentar (TCA), taxa de
crescimento especifico (TCE), fator de condicdo (K), taxa de eficiéncia de alimentacdo
(TEA) a ingestdo de alimento diario (IAD), consumo aparente (CA) e sobrevivéncia.
Sobrevivéncia% = 100 x (quantidade final de peixe / quantidade inicial de peixe);
GP (%) = (peso final - peso inicial) / (peso inicial);
TCA = (alimento consumido) / (ganho de peso);

TCE (% por dia) = [In (peso final) - In (peso inicial)] / (nGmero de dias);
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K = [(peso) / (comprimento)?] x 100;

TEA = ganho de peso / alimento consumido;

IAD (% de média GP™. dia™) = (ingestdo de alimentac&o) / [(peso final + peso inicial) /
2] / dias de teste x 100.

Analise de Parametros Sanguineos

Apos a biometria final, amostras de sangue foram coletadas por puncéo pela veia
caudal de nove peixes por tratamento (N=3 por repeti¢do), utilizando seringas de 3 mL
heparinizadas. Apo6s a coleta foi mensurada a glicemia, com o glicosimetro digital
(Accu-Chek Active®, Roche, Alemanha), e o hematdcrito com uma centrifuga de
micro-hematdcrito (Centrifuga Micro-Hematocrito, Rotor 24 Capilares, Modelo H-240,
Industria H.T Machinery CO., Taiwan) durante 10 minutos a 16128 x g. Com uma gota
de sangue foram realizadas laminas de esfregaco sanguineo que foram fixadas com
metanol e corados com Giemsa 5%. Posteriormente os leucocitos foram identificados e
contados em microscopio optico (Nikon, Modelo Eclipse E200, Japdo). Foram
quantificados os linfocitos, monadcitos, trombacitos, neutrofilos e outros granuldcitos de
acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013). A relagdo neutrdfilos:linfécitos (N:L) foi

quantificada de acordo com Zebral et al. (2014).

Anélise Proximal

Foi realizada a andlise proximal das racBes experimentais (N=3 por ragdo
experimental) e da musculatura dos peixes (3 peixes por repeticdo; 9 por tratamento) ao
final do periodo experimental. As analises da composicdo proximal foram realizadas
segundo método AOAC (1999), no Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos,
IO - FURG. A anélise da matéria seca (MS) foi realizada em estufa a 102°C por 5 h.
Para cinzas (MM), as amostras sofreram uma pré-calcinacao e posteriormente levadas a
mufla a 600°C por 5 h. A anélise de proteina bruta (PB) foi realizada de acordo a
metodologia de Kjeldahl. Onde ocorre a digestdo prévia das amostras e posteriormente a
destilacédo e titulacdo do nitrogénio, multiplicando-se o resultado por 6,25. O valor de
extrato etéreo (EE) foi obtido com o uso do método de extracdo a quente, pelo extrator

de Soxhlet, utilizando-se éter de petréleo como solvente, por 5 h.

Analise Histologica e Imunohistoquimica
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Apos a coleta de sangue os peixes foram eutanasiados em imersdo benzocaina
(500 ppm). Foram coletados os intestinos de juvenis (N=3 por tanque, sendo N=9 por
tratamento) e foram analisados: a parte média do intestino dos organismos, nos niveis
de tratamento e controle, como forma de avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas
influenciadas pelo tratamento ao qual foram submetidos em comparacéo ao controle.

O material foi fixado em formol a 10% tamponado, posteriormente processado
em processador automatico (LUPE PT 05, Brasil), emblocado em Paraplast e cortado
em secdes 5 p de espessura em microtomo (LUPETEC MRPO3, Brasil). As I[aminas
foram coradas em hematoxilina-eosina. As laminas foram observadas em microscopio
(Zeis Primo Star) no aumento 10x. Foram selecionados dez campos na lamina e foram
mensuradas a altura das vilosidades, altura da dobra (10 medidas por peixe, 3 peixes por
tanque) e nimero de vacuolos (10 campos por peixe, 3 peixes por tanque).

Na imunohistoquimica dos rins foram utilizados os mesmos animais processados
para as analises histoldgicas. Os rins coletados foram fixados em formol tamponado a
20% e, posteriormente, processado em processador automatico (PT05, LUPETEC,
Brasil), incluidos em Paraplast e cortado em se¢es 5-u de espessura em micrétomo
(MRPOS3, LUPETEC, Brasil). 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), desidratadas e coradas com hematoxilina para sua posterior
avaliacéo.

Avaliacdo dos receptores CD3 e CD4 se fez por andlise quantitativa da
porcentagem da expressao fenotipica por 100 milimetros quadrado de tecido A
expressdo dos receptores CD3 e CD4, mediante as analises morfométricas, foi
quantificada utilizando o software Bioscan OPTIMAS® 6.1 (Romano et al., 1996).

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade de Kolmogorov &
Smirnov e teste de homocedasticidade com teste de Levene e analisados utilizando teste
T - Student (P<0,05). Os valores percentuais serdo transformados (arco-seno da raiz
quadrada) antes de serem analisados. Todos os dados estdo expressos em média *

desvio padréo.
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RESULTADOS

Os parametros de sobrevivéncia e crescimento ndo apresentaram diferenca
significativa (P>0,05) entre os tratamentos. Contudo, o0 consumo de ragdo nos peixes
alimentados com suplementacdo de alho foi superior (P<0,05) aos peixes alimentados
sem suplementacdo (Tabela 1).
Tabela 1: Parametros zootécnicos (media + DP) de juvenis de bijupird Rachycentron
canadum alimentados com ra¢do com inclusdo de alho e sem incluséo. Letras diferentes
apresentam diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos apds analise T-
Student.

Parametro Sem Alho Com Alho
Comprimento Total Inicial (cm) 30,8 £ 0,64 31,5+0,32
Comprimento Total Final (cm) 34,0 £ 0,67 34,4+0,1
Peso Inicial () 176,0 £ 16,0 167,0£25
Peso Final (g) 318,0 £ 3,92 327 £5,54
Biomassa Inicial (g) 7050 £ 632 6683 + 994
Biomassa Final (g) 12620 + 204 12663 + 289
Consumo alimentar (%) 40+0,2° 5,0+0,3?
Ganho de Peso (%) 80 + 16,81 93+ 34,31
TCE (% ganho de peso/dia) 0,86 £ 0,14 0,95+ 0,25
CAA 4,90 £ 0,63 552+1,0
Eficiéncia alimentar (%) 44+54 47 £ 8,6
Fator de Condicdo (K) 0,8+0,03 0,8 +0,016
Sobrevivéncia (%) 99+1,44 97 + 3,81

ITCE: Taxa de Crescimento Especifico. 2CAA: Conversio Alimenatar Aparente.

O ndmero de linfocitos observados foi superior no tratamento com adicdo de
alho quando comparado aos peixes alimentados sem adicdo de alho. No entanto, o
nimero de mondcitos, trombdcitos e a relagdo N:L foram superiores (P<0,05) nos
peixes alimentados sem alho quando comprado ao grupo alimentado com alho (Tabela
2). Com relacdo a glicose e ao hematocrito estes ndo apresentaram diferencas

significativas (P>0,05) entre os tratamentos.

Tabela 2: Parametros hematoldgicos de bijupira alimentos com ragédo suplementada com
alho e sem inclusdo de alho. Letras diferentes apresentam diferencas significativas

(P<0,05) entre os tratamentos apos analise T-Student.
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Parametros Hematoldgicos Sem Alho Com Alho

Monacitos (%) 5,9 +0,0043? 2,6 +0,0023°
Linfocitos (%) 82,0 + 0,0019° 89,6 + 0,0093?
Neutrofilos e Outros Granulocitos (%) 4,8 +0,0076 3,4 +0,0068
Tromboécitos (%) 7,2 +0,00912 2,7 £0,0011°
Relacdo N:L 0,059 + 0,0092* 0,038 + 0,0079°
Glicose 41,0 £9,27 45,9 £+ 17,57
Hematocrito 31,7+5,12 29,0 + 8,57

Para a composicdo proximal da racdo Umida foi observada diferenca
significativa no teor de proteinas e cinzas entre os tratamentos, sendo significativamente
superior no tratamento com adicdo de alho comparado ao tratamento sem adi¢do de
alho. No entanto na composi¢do proximal dos peixes ndo foram observadas diferencas
significativas (P>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3: Média (+ DP) da composicdo proximal (g.kg™) racdo umida sem alho e com
alho utilizada durante o experimento e do musculo de bijupira (Rachycentron canadum),
apos 68 dias alimentados com racdo suplementada com alho e sem suplementacdo com
alho. Letras diferentes apresentam diferengas significativas (P<0,05) entre os

tratamentos apos analise T-Student.

Tratamento Proteina (%) Lipidio (%) Cinzas (%) Umidade (%0)

racs SemAlho  4169+125° 658+190 7,31+0,36° 4558+ 1,06
acao
¥ Com Alho 43,93+054° 820+132 881+0,19% 42,98 +2,00

Do Sem Alho 20,43 +£1,77 943+114 094+0,04 7522+1,66
eixe
Com Alho 21,06 + 1,04 9,40+1,41 0,96+0,03 74,86+1,20

A altura das vilosidades e a quantidade de vacuolos foram maiores nos bijupiras
alimentados com alho em relagdo ao bijupiras do controle. Sendo observadas diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos (Figura 5).
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Figura 5: Média (xDP) da altura das vilosidades (A) e do numero de vacuolos (B) na
porcdo média do intestino de juvenis de bijupiras alimentados com suplementacéo de
alho e sem suplementagdo com alho. Letras diferentes apresentam diferencgas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos apds analise t-Student.

A expressao fenotipica dos receptores linfocitarios CD3 e CD4 nos rins dos
juvenis de bijupiras alimentados com alho foi significativamente superior (P<0,05) aos

alimentados sem suplementacgéo (Figura 6).
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Figura 7: Expressdo fenotipica de CD3 (A) e CD4 (B) no rim de juvenis de bijupira
alimentados com suplementacdo de alho e sem suplementacdo com alho. Dados sé&o
expressos em média £ DP. Letras diferentes apresentam diferencas significativas

(P<0,05) entre os tratamentos ap6s analise T-Student.

DISCUSSAO

A inclusdo de alho na ragdo em peixes pode melhorar o crescimento de
diferentes espécies, como demostrado para a truta arco-iris (Esmaelli et al., 2017;
Buyukdeveci et al., 2018), o bijupira (Guo et al., 2015), barramudi (Talpur &
Ikhwanuddin, 2012) e para o “Sobaity seabream” Sparidentex hasta (Jahanjoo et al.,
2018). No entanto, se adicionado em grandes concentra¢des, pode causar redugdo na
ingestdo de racdo devido ao seu odor desagradavel e reducdo da palatabilidade do

alimento (Inoue et al., 2016), tendo como consequéncia um menor crescimento nos
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peixes. No presente estudo, a inclusdo de 1% alho ndo afetou a palatabilidade da racéo,
pois foi observado um maior consumo da racdo com adicdo de alho. Resultado
semelhante foi observado em juvenis de L. calcarifer, que apresentaram um maior
consumo de ragdo com suplementacdo de alho de até 15% na racdo (Militiz et. al.,
2013), e para juvenis de tambaqui Colossoma macropomum que foram alimentados com
até 4,5% de alho na racéo (Inoue et al., 2016). Contudo, esse maior consumo de racédo
ndo se refletiu em maior crescimento dos peixes no presente estudo, ndo presentando
diferencas significativas entre os tratamentos. Martins et al. (2002) também néo
observou diferenga significativa no crescimento do pacu Piaractus mesopotamicus que
se alimentaram com alho. A incluséo de 1% de alho na racdo de esturjao-branco Huso
huso também ndo afetou o crescimento (Kanani et al., 2014). N&o foi observado efeito
no peso final, ganho de peso, taxa de crescimento especifica e conversdo alimentar de
bagre-africano Clarias gariepinus alimentadas com até 1,5% de casca de alho
(Thanikachalam et al., 2010).

Por outro lado, a adicao de alho apresentou beneficios a morfologia intestinal
dos peixes. O aumento das vilosidades intestinais e 0 aumento do nimero dos vacutolos
é um indicativo da melhor capacidade absortiva dos peixes (Cheng et al., 2011). Dessa
forma, os resultados observados na analise histoldgica do presente estudo demostram
uma melhor capacidade absortiva dos peixes, que inclusive aumentaram o consumo de
racdo. Este € o primeiro estudo que mostra esses efeitos no intestino de peixes
alimentados com alho. Estudos recentes mostram que a adigdo de alho promove
mudancas na microbiota intestinal de peixes (Blylkdeveci et al., 2018) o que pode
também estar relacionada a mudanca morfoldgica do intestino e estar indicando uma
melhora da capacidade absortiva dos nutrientes da ragéo.

Os linfocitos estdo relacionados ao reconhecimento de antigenos e pela
organizacdo da resposta do sistema imune dos peixes (Ranzani-Paiva et al., 2013),
sendo que o estresse em peixes pode causar linfopenia nos mesmos (Hrubec & Smith
2010). Enquanto, de acordo com Clauss et al. (2008), peixes podem apresentar como
resposta inflamatoria um aumento do nimero de mondcitos circulantes (monocitose).
No presente estudo foi obsevado um aumento na proporcdo de linfécitos com uma
reducdo na proporcdo de mondcitos nos peixes alimentados com a racao contendo alho,
indicando uma estimulacdo do sistema imune dos peixes Resultado semelhante foi
observado em O. mykiss alimentadas com racdo suplementada com alho entre 0,025 e
1% (Nya & Austin, 2009). Fazlolahzadeh et al. (2011) observou maiores proporgoes de
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linfécitos em trutas arco-iris que foram alimentadas com inclusdo de alho na racéo de
entre 2 e 4%.

Os trombacitos sdo leucdcitos que participam da defesa organica, principalmente
na coagulacdo sanguinea (Hine, 1992; Grant, 2015). Porém, também realizam a
fagocitose, em particular na remocdo de vestigios de células ou tecidos mortos ou
danificados (Tavares-Dias et al., 2007), portanto o aumento desse leucocito na
circulacdo é uma resposta dos peixes, pois pode indicar um aumento de fagocitose de
células que podem estar sendo afetadas pela presenca de algum patdgeno ou parasita. O
aumento da proporcdo de trombdcitos no sangue, também foi observado em juvenis do
barramudi alimentados com inclusdo de 1% de alho na racédo (Talpur & Ikhwanuddin,
2012).

Os peixes quando expostos a uma situagcdo de estresse podem apresentar
linfopenia (Valenzuela et al., 2008; Rijn & Reina 2010), portanto a relacdo N:L pode
ser utilizada como indice de uma resposta de estresse secundario em peixes (Davis et.
al., 2008). Dessa forma a reducdo da relacdo N:L observada no grupo alimentado com
alho pode ser um indicativo de reducéo de estresse dos peixes sustentada pela ativagao
do sistema imunologico dos peixes. A relagdo N:L foi utilizada por Zebral et al. (2014),
onde o0 aumento dessa relacdo foi observada com o aumento da densidade de estocagem
na criacdo de juvenis do peixe-rei Odontesthes bonariensis, afirmando que o aumento
da densidade gera um incremento no estresse na producdo dessa espécie.

Em bijupiras é possivel observar a presenca de linfocitos com os marcadores
CD3* nos rins a partir do oitavo dia apds a eclosdo (dae), enquanto linfécitos com os
marcadores CD4" sdo observados a partir do décimo terceiro dae, confirmado a
capacidade de memoria imunoldgica nessa espécie a partir do 13° dae (Klosterhoff et
al., 2015). Entéo a partir do décimo terceiro dae é possivel a utilizacdo de vacinas ou
substancias que melhorem o sistema imune no bijupird. A utilizaco de alho em criacao
de peixes pode ser uma préatica a ser adotada para melhorar a atividade do sistema
imune, conferindo protecdo contra doencas (Nya & Austin, 2011; Inoue et al., 2016).
Portanto, a maior expressdo desses marcados observados no presente estudo indicam
uma maior ativagdo do sistema imunoldgico dos peixes alimentados com alho.

Durante o periodo de inverno, os peixes reduzem a ingestdo de alimento e
consequentemente ficam expostos a uma situacao de estresse devido a reducdo dessa
temperatura (Sun & Chen, 2014). Como medida para atenuar o estresse durante o

periodo de inverno é recomendado a utilizagdo de substancias imunoestimulantes na
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alimentacdo dos peixes (Barros et al., 2014; Cheng et al., 2018). O presente estudo foi
realizado durante o periodo de inverno na regido sudeste do Brasil, onde a agua
permaneceu em 22°C, uma temperatura bem reduzida quando comparada a temperatura
ideal para crescimento do bijupira que fica entre 27 e 33°C (Sun & Chen, 2014). Dessa
forma, em uma condicao de inverno o alho demonstrou beneficios ao sistema
imunoldgico dos peixes com diminuicdo da condicdo de estresse dos peixes. A inclusao
de 1% de alho na racdo ndo mostrou influéncia no crescimento de juvenis do bijupira,
porém estimulou o sistema imunoldgico, aumentando as vilosidades e ndmeros de
vacuolos no intestino, proporcionando uma maior capacidade absortiva de juvenis do
bijupira criados no periodo do inverno. Portanto é recomendado a utilizacdo de 1% de

alho na alimentacéo de juvenis do bijupira.
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CONCLUSAO FINAL

A inclusdo de 1% de alho na ragdo ndo mostrou efeito no crescimento de juvenis
do bijupird, porém foi observado estimulacdo do sistema imunoldgico, aumentando as
vilosidades e nimeros de vacuolos no intestino, proporcionando uma maior capacidade
absortiva de juvenis do bijupira criados no periodo do inverno. Portanto € recomendado

a utilizacdo de 1% de alho na alimentacdo de juvenis do bijupira.

42



