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PREFACIO

Esta tese esta dividida em introducédo geral e quatro artigos, seguindo o formato proposto pelo
Programa de P6s-Graduacdo em Biodiversidade Tropical (PPGBIO). As normas propostas pelo
PPGBIio véo até as referéncias da introducdo geral, pois os artigos seguem as normas dos
periodicos de submisséo. O artigo 1 intitulado “Lethal dose and clinical signs of Aeromonas
hydrophila in Arapaima gigas (Arapaimidae), the giant fish from Amazon”, publicado no
periddico Veterinary Microbiology em 2016 (Qualis B1). O artigo 2 intitulado “Growth,
physiological and immune responses of Arapaima gigas (Arapaimidae), fed diets
supplemented with an immunostimulant additive following Aeromonas hydrophila and
handling stress”, foi publicado no periédico Fish and Shellfish Immunology em 2019 (Qualis
A2). O artigo 3 intiltulado “Feed supplementation with commercial immunostimulant
affect the growth performance, physiology and immunity of Arapaima gigas
(Arapaimidae) subjected to handling stress”, segue as as normas do periédico Aquaculture
(Qualis Al), para o qual foi submetido. O artigo 4 “Mansoa alliacea extract improve growth
perfomance and innate immunity of Arapaima gigas challenged with Aeromonas
hydrophila and stress of handling”, segue as normas do periddico Fish and Shellfish

Immunology (Qualis A2), para o qual sera submetido.



RESUMO
Dias, Marcia Kelly Reis. Uso de imunoestimulantes no desempenho, fisiologia e imunidade
de alevinos de Arapaima gigas (Schinz, 1822) (Arapaimidae). Tese (Doutorado em
Biodiversidade Tropical) — Programa de Pds-graduacdo em Biodiversidade Tropical
(PPGBI0), Universidade Federal do Amapéa, Macapa, 2019.

Este estudo investigou os efeitos da suplementacdo na dieta, durante 30 dias, com o0s
imunoestimulantes comerciais AquateFish® e Levabom®, ambos base de Saccharomyces
cerevisiae; além de extrato de Mansoa alliacea (cip6-alho) no desempenho zootécnico,
hematologia e imunologia de Arapaima gigas desafiados com estresse de manejo e inoculacéo
com Aeromonas hydrophilla. Inicialmente, foi determinado a tolerancia de A. hydrophilla para
A. gigas e os sinais clinicos, apos inoculacdo intradérmica dessa bactéria. A concentracao letal
(CLso-96n) para A. hydrophilla foi 1,8 x 108 UFC/mL; e os sinais clinicos observados foram:
despigmentacdo do tegumento, lesdes na nadadeira caudal, perda de equilibrio, reducdo dos
movimentos respiratorios, focos hemorragicos no tegumento, hemorragias necréticas nos orgao
internos entre outros sinais. A suplementacdo na dieta com 0, 6, 9 e 12 g/kg de AquateFish®
ndo influenciou no desempenho zootécnico, mas aumentou o numero de eritrdcitos,
trombdcitos, leucocitos, linfocitos, mondcitos, hemoglobina, glicose, globulinas e triglicerideos
plasméticos dos peixes que receberam 12 g de AquateFish®/kg. Apos estresse e inoculagio
intraperitoneal com A. hydrophilla, a explosdo respiratdria de leucdcitos, namero de leucdcitos
e linfocitos aumentaram nos peixes que receberam suplementacdo com 12 g de AquateFish®/
kg de dieta. Em peixes suplementados com 0, 4, 6 e 8 g/kg de Levabom®, houve uma melhora
no desempenho zootécnico com adi¢do de 6 e 8 g/kg na dieta. Nos peixes suplementados com
8 g/kg de Levabom® houve diminuicdo nos niveis de glicose e colesterol, e aumento na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média e na explosdo respiratéria de leucocitos, mas
uma diminuicdo do nimero mondcitos e linfocitos. Ap6s o desafio de estresse de manejo
ocorreu aumento dos niveis de glicose e diminui¢do dos niveis de colesterol, globulina e volume
corpuscular médio nos peixes suplementados com 4 e 8 g/kg de Levabom®. Em peixes
suplementados com 0, 4, 8 e 12 g/kg de extrato de M. alliacea houve uma melhora no
desempenho zootécnico, parametros hematoldgicos e bioguimicos somente com 8 e 12 g/kg na
dieta. Em peixes suplementados com 8 g/kg de M. alliacea ocorreu aumento nos niveis de
glicose, globulinas e albumina, enquanto nos peixes suplementados com 8 e 12 g/kg houve um

aumento na explosdo respiratdria de leucocitos. Assim, nds recomendados o uso de 12 g/kg de



AquateFish® ou 8 g/kg de extrato de M. alliacea ou de Levabom® na dieta para alevinos de A.

gigas, para melhoria do crescimento e imunidade inata dos peixes.

Palavras-chaves: imunoestimulante; peixe de agua doce; pirarucu; Mansoa alliacea;

Saccharomyces cerevisiae; Aeromonas hydrophilla.

ABSTRACT
Dias, Mércia Kelly Reis. Use of immunostimulants on the performance, physiology and
immunity of Arapaima gigas (Schinz, 1822) fingerlings (Arapaimidae). Thesis (Doctorate
in Tropical Biodiversity). Program of Post-Graduatioin in Tropical Biodiversity, Federal

University of Amapa, Macapa, 2019.

This study investigated the effects of dietary supplementation for 30 days with the commercial
immunostimulants AquateFish® and Levabom®, both based on Saccharomyces cerevisiae; in
addition to Mansoa alliacea extract in the growth performance, hematology and immunology
of Arapaima gigas challenged with handling stress and inoculation with Aeromonas
hydrophilla. Initially, the tolerance of A. hydrophilla to A. gigas and clinical signs was
determined after intradermal inoculation of this bacterium. The lethal concentration (LCso-96h)
for A. hydrophilla was 1.8 x 102 CFU/mL; and the clinical signs observed were: depigmentation
of the tegument, lesions in the caudal fin, loss of balance, reduction of respiratory movements,
haemorrhagic foci in the tegument, necrotic hemorrhages in the internal organs among other
signs. Dietary supplementation with 0, 6, 9 and 12 g/kg of AquateFish®did not influence growth
performance, but increased the number of total erythrocytes, thrombocytes, leukocytes,
lymphocytes, monocytes, hemoglobin, glucose, globulins and plasma triglycerides of fish
received 12 g of AquateFish®kg. After stress and intraperitoneal inoculation with A.
hydrophila, the respiratory burst of leukocytes, number of leukocytes and lymphocytes
increased in fish supplemented with 12 g AquateFish®/kg of diet. In fish supplemented with 0,
4, 6 and 8 g/kg of Levabom®, an improvement in growth performance with addition of 6 and 8
g/kg in the diet was observed. In fish supplemented with 8 g/kg of Levabom® a decrease in
glucose and cholesterol levels, and an increase in mean corpuscular hemoglobin concentration
and respiratory burst of leukocytes, but a decrease in numbers of monocytes and lymphocytes
was observed. After the challeng with handling stress an increase in glucose levels and a

decrease in levels of cholesterol, globulin and mean corpuscular volume in fish supplemented



with Levabom® 4 and 8 g/ kg. In fish supplemented with 0, 4, 8 and 12 g/kg of M. alliacea
extract there was an improvement in zootechnical performance, hematological and biochemical
parameters with only 8 and 12 g/kg in the diet was found. In fish supplemented with 8 g/kg M.
alliacea extract an increase in glucose, globulin and albumin levels was observed, while in fish
supplemented with 8 and 12 g/kg there was an increase in the respiratory burst of leukocytes.
Thus, we recommended the use of 12 g/kg of AquateFish® or 8 g/kg of extract of M. alliacea
or Levabom® in the diet for A. gigas fingerlings for enhancement of growth and innate

immunity of fish.

Keywords: immunostimulants; freshwater fish; pirarucu; Mansoa alliacea; Saccharomyces

cerevisiae; Aeromonas hydrophilla.
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1 INTRODUCAO GERAL

A producdo de organismos aquaticos em cultivo (aquicultura) refere-se a criacdo de
plantas que tenham um habitat predominantemente aquético e animais que tenham pelo menos
uma fase de sua vida na &gua. O consumo per-capita global de pescado atingiu o recorde de
20,2 kg em 2015 e 20,3 em 2016, devido ao grande crescimento da aquicultura, que atualmente
fornece metade do pescado para consumo do homem. Em 2016, a produ¢do mundial de peixes
oriundo da aquicultura foi de 80 milhdes toneladas e o Brasil ocupou a 13?2 posi¢do no ranque
mundial (FAO 2018), como uma producdo em 485,25 mil toneladas (IBGE 2018).

No Brasil, a aquicultura é a atividade agropecudaria que mais tem crescido. Além disso,
¢ uma importante alternativa para abastecimento de pescados para 0 mercado consumidor, a
aquicultura pode reduzir a pressdao sobre 0s estoques pesqueiros naturais de espécies
sobreexploradas (Imbiriba 2001, Santos e Santos 2005, Soares et al. 2008, Oliveira et al. 2012),
tais como tambaqui Colossoma macropomum Cuvier, 1818 (Santos e Santos 2005, Soares et al.
2008) e pirarucu Arapaima gigas Schinz, 1822 (Imbiriba et al. 2001, Sebrae 2010). A pesca do
pirarucu na bacia amazonica foi realizada de forma indiscriminada durante muito tempo,
provocando acentuado declinio nos estoques a ponto de ser considerada uma espécie ameacada
em algumas regiGes da Amazonia, e sobreexplorada em outras regides (Imbiriba et al. 2001,
Sebrae 2010). Porém, atualmente, com o defeso as popula¢fes ameacadas estao se recuperando.

A aquicultura continental e marinha contribuem com cerca de 44% da producao total de
pescados.Porém, a piscicultura é a atividade que mais vem crescendo no Brasil, com destaque
para o cultivo de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus Lineaus 1758, com 110.072 unidades
produtoras distribuidas por todos os estados do pais, com exce¢do do estado Amazonas, pois
trata-se de um peixe africano introduzido no pais em 1971. Entre 0s peixes nativos, o destaque
é para as espécies de peixes redondos, principalmente o tambaqui que tem sido cultivado em
44.978 unidades produtivas em todo territério nacional, concentrada principalmente na regido
Norte do Brasil (42%). Outro peixe que vem ganhando destaque na piscicultura nacional é o
pirarucu, encontrado em cerca de 3.246 unidades produtivas distribuidas em todas as regides
do Brasil; poréem, sua producdo ainda pequena, devido a diversos entraves (MPA 2013, IBGE
2018), principalmente a falta de alevinos e a ocorréncia doencgas nessa primeira fase do cultivo
(Lima et al. 2017).

A intensificacdo da producdo de pirarucu é uma das maneiras de aumentar a sua
eficiéncia produtiva. Porém, com a intensificacdo na piscicultura intensiva pode haver o

aumento da ocorréncia de doencas, quando ha deterioracdo da qualidade de 4gua, aumento da



densidade de estocagem e aumento de outras condi¢cbes que causam estresse nos peixes
(Delgado et al. 2007, Adel et al. 2015). Durante a alevinagem do pirarucu, doengas séo fatores
gue podem ocasionar grandes perdas econdémicas na producédo (Araujo et al. 2009 a,b, Marinho
et al. 2013), influenciando negativamente a alimentacdo, taxa de crescimento, condicdes
corporais e qualidade dos peixes, consequentemente interferindo na producéo e produtividade
(Delgado et al. 2011, Marinho et al. 2013). Assim, é necessario incrementar as condicdes de
salde do pirarucu durante essa fase inicial do cultivo (alevinagem), ndo apenas em relacao as
melhorias nas condi¢cGes ambientais, mas também quanto ao manejo alimentar e nutricional,
aumentando a sua imunidade, visando entdo uma maior producéo e produtividade.

A adiciagédo de produtos imunoestimulantes na dieta dos peixes cultivados, para que
auxiliem no desempenho zootécnico e a saude, tem sido foco de diversos estudos (Anderson
1992, Pieters et al. 2008, Pooramini et al. 2009, Abasali e Mohamad 2010, Zhou e Wang 2012,
Carvalho et al. 2009, Harikrishnan et al. 2011a, Toazza et al. 2013, Mahdavi et al. 2013,
Haghighi e Rohani 2013, Sivagurunathan e Innocent 2014, Adel et al. 2015, Amin et al. 2015,
Amirkhani e Firouzbakhsh 2015, Inoue et al. 2017, Altunoglu at al. 2017, Hoseinifar et al. 2017,
Moghanlou et al. 2018). Esses produtos imunoestimulantes tém sido recomendados devido aos
seus diversos beneficios, entre esses o estabelecimento da microbiota intestinal, aumento da
taxa de crescimento, reducdo do estresse, melhoria da satde dos peixes e reducdo de doencas
parasitarias e infeciosas (Anderson 1992, Pieters et al. 2008, Pooramini et al. 2009, Zhou e
Wang 2012, Carvalho et al. 2009, Harikrishnan et al. 2011a, Toazza 2013, Adel et al. 2015),
entre outros. Porém, espécies de Aeromonas € um grupo de bactérias que mais tem causado
problemas no cultivo intensivo de peixes, levando a elevadas taxas de mortalidade em diferentes
espécies de peixes de producdo intensiva. Entre tais bactérias, Aeromonas hydrophila é
conhecida como um patégeno dominante, altamente resistente a antibidticos e causadora de
varios danos aos peixes infectados (Saavedra et al. 2004, Doan 2013, Stratev e Vashin 2014,
Song et al. 2014, Moghanlou et al. 2018). Todavia, os imunoestimulantes podem auxiliar na
reducdo desses processos infecciosos que causam prejuizos no cultivo de pirarucus, reduzindo
a mortalidade e melhorando os parametros de crescimento dos animais na piscicultura.

Os produtos imunoestimulantes sdo compostos de natureza variada que estimulam o
sistema imunoldgico especifico e ndo-especifico, aumentando a resisténcia as doengas, devido
a reducdo de estresse nos peixes suplementados (Haghighi e Rohani 2013, Biller-Takahashi et
al. 2016). Assim, diferentes imunoestimulantes vem sendo utilizados como aditivos na dieta de
peixes, visando a melhoria da qualidade nutricional e satude dos animais cultivados (Anderson
1992, Toazza et al. 2013, Mahdavi et al. 2013, Haghighi e Rohani, 2013, Sivagurunathan e
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Innocent 2014, Adel et al. 2015). Apesar dos beneficios dos imunoestimulantes, esses ndo tém
sido usados no cultivo intensivo de pirarucus, pois é necessario determinar quais produtos
podem ser usados e as melhores concentracdes a ser adicionadas na dieta. Assim, 0 presente
estudo visa avaliar a eficiéncia de diferentes imunoestimulantes comerciais e ndo-comercial no
desempenho produtivo e imunologia de alevinos de pirarucu, apds estresse de manejo e desafio
com A. hydrophila.

1.1. O pirarucu Arapaimas gigas

Arapaimas gigas € um peixe carnivoro, endémico da bacia amazo6nica pertencente a
familia Arapaimidae e ordem Osteoglossiformes. Este Unico representante dessa familia é
considerado a maior espécie de peixe de escamas da Amazonia, pois pode chegar a trés metros
de comprimento e 200 kg de peso (Silva et al. 2006, Araujo et al. 2009a,b, Oliveira et al. 2012,
Silva e Duncan 2016, Hoshino et al. 2017, Ramos et al. 2018). Peixe da regido tropical de agua
doce da América do Sul, pode ser encontrado no Peru, Bolivia, Guiana e Brasil,
preferencialmente, nas bacias hidrograficas do rio Amazonas e Tocantins-Araguaia (Silva e
Duncan 2016).

Esse peixe apresenta respiracdo bimodal, sendo que na sua fase de alevino a sua
respiracdo € exclusivamente branquial. Na vida adulta, como as branquias nao sdo capazes de
obter O; suficiente para atender as necessidades fisioldgicas do animal, a absorcdo de O, do ar
atmosférico ocorre principalmente pela bexiga natatéria modificada, tornando as branquias,
apos a remodelacdo do epitélio branquial, responsavéis pela regulacdo de ions (Ramos et al.
2018).

O cultivo de peixes carnivoros como o pirarucu, em geral, apresenta limitacdes devido
ao baixo rendimento das cadeias alimentares, pela perda de energia em cada mudanca de nivel
tréfico (Imbiriba et al. 2001). No entanto, varios estudos ja foram realizados sobre o cultivo do
pirarucu em cativeiro desde a década de 40. Esses estudos ressaltam as boas caracteristicas
zootécnicas desse peixe, tais como: facil adaptacdo aos alimentos artificiais balanceados
comercialmente (racdo); rapido crescimento, podendo chegar a 7-10 kg no primeiro ano de
cultivo; boa tolerancia as altas densidades de estocagem e relativa rusticidade ao manuseio
(Cavero et al. 2003, Scorvo Filho et al. 2004, Araujo et al. 2009b, Drumond et al. 2010, Sebrae
2010, Oliveira et al. 2012, Silva e Duncan 2016, Hoshino et al. 2017, Poietti-junior et al. 2017).
Além disso, tem uma Otima aceitagdo no mercado nacional e internacional, devido a sua carne

de cor clara, magra, tenra e de alta qualidade, livre de espinhas intramusculares e por apresentar



um alto rendimento de filé (acima de 45%), superando o rendimento alcangado pela maioria
dos peixes atualmente cultivados no Brasil (Cavero et al. 2003, Scorvo Filho et al. 2004, Sebrae
2010).

Além da baixa producéo nacional de pirarucu, ocasionada pelas dificuldades no dominio
de sua reproducdo em cativeiro (Sebrae 2010), problemas sanitarios tem outros entraves para o
sucesso da producdo desse peixe amazoénico de importancia para a piscicultura amazonica e
brasileira, pois as doengas podem ser responsaveis por perdas econémicas significativas,
levando o produtor a um desestimulo na atividade (Delgado et al. 2007, Araujo et al. 2009 a,b).
Alevinos de pirarucu de cultivo intensivo tem sido parasitados por monogeneas Dawestrema
sp., Dawestrema cycloancistrium e Dawestrema cycloancistrioides; protozoarios Trichodina
sp., Ichthyobodo sp., Trichodina heterodentata, Trichodina feriai e Ichthyophthirius multifiliis;
crustaceos Argulus; nematoides Camallanus tridentatus, Terranova serrata e Goezia spinulosa
e Procamallanus Spirocamallanus inopinatus e ancantocéfalos Polyacanthorhynchus
macrorhynchus (Cavero e Crescéncio 2003, Delgado et al. 2007, Araujo et al. 2009 a,b,
Miranda et al. 2012, Gaines et al. 2012, Marinho et al. 2013).

Embora sejam frequentes as bacterioses em pirarucu, essas sao ainda pouco conhecidas
(Proeti-Junior et al. 2017). Porém, em O. niloticus (Belém-Costa e Cyrino 2006, Almeida et al
2013, Aboyadak et al. 2015), Piaractus mesopotamicus (Belém-Costa e Cyrino 2006), Cyprinus
carpio (Alsaphar e Al-Faragi 2012), Pangasius bocourti (Doan 2013), Catla catla (Sujatha et
al. 2013) e Oncorhynchus mykiss (Saavedra et al. 2004) tem sido diagnosticado enfermidades
causadas por A. hydrophila. Em geral, a baixa qualidade da adgua, falta de assepsia nos viveros,
excesso de matéria organica e alimentacdo inadequada sdo fatores que estdo diretamente
relacionados &s doencas infecciosas nos peixes de cultivo intensivo (Schalch e Garcia 2011).

1.2. Aeromonas hydrophila e ambiente de cultivo

Aeromonas hydrophila é um patégeno considerado oportunista, pois necessita de meio
favoravel para a sua proliferacdo. Por exemplo, um hospedeiro que esteja com o organismo em
baixa imunidade, torna os peixes mais susceptiveis a tais invasores, quando o ambiente de
cultivo proporciona essas condicdes de estresse (Saavedra et al. 2004). Infecgdes bacterianas
sdo responsaveis por grande parte das perdas econémicas em criagdes intensivas em todos 0s
continentes, pois causam grande taxa de mortalidade na producdo (Hazen et al. 1978, Aoki
1999, Saavedra et al. 2004, Plumb et al. 2011, Saad e Atallah et al., 2015, Poietti-junior et al.
2017). Assim, a identificacdo do(s) patogeno(s) causador(e)s de doencas infecciosas & de



extrema importancia na piscicultura, principalmente para determinar medidas profilaticas
adequadas e possiveis tratamentos (Costa 2004).

O patdgeno A. hydrophila, uma bactéria Gram-negativa e anaerobica facultativa, é
altamente patogénica para animais aquaticos e terrestres tais como peixes, anfibios, répteis, e
também para bovinos e homem (Hazen et al. 1978, Aoki 1999, Saavedra et al. 2004, Plumb et
al. 2011, Tekedar et al. 2015, Biller-Takahashi et al. 2016). Pode ser facilmente encontrada na
agua e sedimentos de viveiros ricos em matéria organica e mesmo na microbiota intestinal dos
peixes (Hazen et al. 1978, Aoki 1999, Boijink e Branddo 2001, Rey et al. 2009). Devido a sua
alta capacidade de adesdo as células teciduais, essa bactéria é conhecida como um patdgeno
causador de ulceragdes, septicemia hemorragica e sindrome ulcerativa epizo6tica em peixes de
agua doce (Aoki 1999, Saavedra et al. 2004, Plumb et al. 2011, Rey et al. 2009, Carraschi et al.
2012, Silva et al. 2012, Doan 2013, Stratev e Vashin 2014, Tran et al. 2015), danos esses, que
podem levar a grande mortalidade nos viveiros de piscicultura.

As bacterioses manifestam-se, geralmente, sob trés aspectos: resposta septicémica,
necrose do tegumento ou dos musculos, e reposta crénica proliferativa. Porém, em muitos casos
somente um desses aspectos manifesta-se na infeccdo, pois os fatores ambientais e as
caracteristicas dos hospedeiros também influenciara na infeccdo e sintomatologia apresentada
(Pavanelli et al. 2010).

Diversos estudos mostram que a susceptibilidade dos peixes inoculados com A.
hydrophila pode variar entre as espécies de hospedeiros (Tabela 1), devido a diferentes fatores.
A concentracdo letal (CLso) dessa bactéria depende da concentracdo usada, viruléncia da cepa,
via de inoculagdo, temperatura ambiental e idade dos peixes inoculados (Andrade et al. 2006,
Rey et al. 2009, Oliveira et al. 2011, Plumb et al. 2011, Carraschi et al. 2012, Song et al. 2014,
Kumar et al. 2016, Ruenkoed e Wang 2019). Varios fatores estdo relacionados a viruléncia de
A. hydrophila tais como os produtos extracelulares, incluindo aerolisinas e a- e g-hemolisinas,
entre outros. Assim, acomposicao dos produtos extracelulares de cepas de A. hydrophila podem
ser diferentes, pois as condicdes do meio de cultura e temperatura também afetam sua
composicgdo (Rey et al. 2009). Além da idade dos peixes, as condi¢des do sistema imunoldgico
influenciam diretamente na mortalidade dos animais inoculados com essa bactéria (Oliveira et
al. 2011, Ruenkoed e Wang 2019) podendo eles apresentar resisténcia ou suceptibilidade a
determinada infeccéo.



Tabela 1. Concentracao letal (CLso) de Aeromonas hydrophila para diversas espécies de peixes.

Espécie de peixe CLso (UFC/mL™ Referéncias
Channa striata 4,1 x 108 Samayanpaulraj et al. (2019)
Misgurnus anguillicaudatus 2,14 x 107 Ruenkoed e Wang (2019)
Tor putitora 1,74 x 10° Kumar et al.(2016)
Megalobrama amblycephala 5,0 x 10° Tran et al. (2015)

Labeo rohita 1,7x107e 1,1 x 108 Samal et al. (2014)

Catla catla 5,4 x 10° Sujatha et al. (2013)

Brycon amazonicus 6,7 x 101! Oliveira et al. (2011)
Pangasius bocourti 2,2 x108 Doan (2013)

Labeo rohita 5,7 x 10° Bharadwaj et al. (2013)
Cyprinus carpio 0,3 x 10%° Alsaphar e Al-Faragi (2012)
Cyprinus carpio 1,0 x 108 Harikrishnan et al. (2003)
Piaractus mesopotamicus 1,5x 108 Carraschi et al. (2012)
Piaractus mesopotamicus 2,4 x 107 Carraschi et al. (2012)
Piaractus brachypomus 5,8 x 107 Rey et al. (2009)

Hibrido de Oreochromis spp. 5,8 x 107 Rey et al. (2009)
Oreochromis niloticus 3,4 x 108 Pachanawan et al. (2008)
Lates calcarifer 7,4 x 1010 Rengpipat et al. (2008)
Brycon amazonicus 4,6 x 101 Andrade et al. (2006)
Rhamdia quelen 1,3x10°e¢3,5x 108 Boijink e Brandéo (2001)
Salmo trutta 2x10° Santos et al. (1991)
Anguilla japbnica 108 Santos et al. (1991)
Plecoglossus altivelis 8,6 x 104 Santos et al. (1991)
Lepomis macrochirus 108 Santos et al. (1991)
Oncorhynchus mykiss 3,2 X 10%-108 Santos et al. (1991)

Em Labeo rohita, A. hydrophila causou mortalidade de 100% em 24 horas apds a
inoculacédo (Bharadwaj et al. 2013), enquanto Samal et al. (2014) observaram que a mortalidade
apos desafio desse mesmo peixe, teve inicio somente apds 36 horas da inoculacdo, com o
aparecimento de sinais clinicos. Assim, estudos mostram que o aparecimento dos sinais clinicos
ocorrem somente apds 24 horas da inoculacao de A. hydrophila e a mortalidade € mais frequente
apos 48 horas da infecgédo (Santos et al. 1991, Boijink e Brandao 2001, Carraschi et al. 2012,
Oliveira et al. 2011). Portanto, avaliacdes de infec¢cdo experimentais sdo necessarias para cada
espécie de peixe, permitindo o desenvolvimento de protocolos de profilaxia e tratamento mais

eficientes contra esse perigoso patégeno de cultivo de agua doce (Carraschi et al. 2012).
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Em geral, os sinais clinicos de bacteriose causada por A. hydrophila séo ascite contendo
fluido mucoso e amarelado, exoftalmia, Ulceras com bordas avermelhadas no local da
inoculacdo, manchas no corpo, erosdo das nadadeiras, lesbes que deixaram a musculatura
exposta no poro genital e anus, branquias e 6rgdos internos péalidos e flacidos, pontos
hemorragicas no figado, inchago do intestino e rim (Santos et al. 1991, Boijink e Brandéo 2001,
Rey et al. 2009, Carraschi et al. 2012, Oliveira et al. 2011, Alsaphar e Al-Faragi, 2012, Doan
2013, Samal et al. 2014, Song et al. 2014, Poietti- Junior et al. 2017). Além disso, para peixes
em cultivo pode ocorrer também uma reducédo do apetite e natacdo erratica (Samal et al. 2014,
Poietti- Junior et al. 2017).

Em A. gigas, as aeromonoses associadas edwardsielose, além dos sintomas ja descritos,
causaram também anorexia, perda do equilibrio, reducdo dos movimentos respiratorios, focos
hemorragicos, lesdes com formas e extensdes diferentes, principalmente na nadadeira caldal e
bexiga natatéria modificada, esplenomegalia, aumento da vesicula biliar, fluido mucoso
amarelado e sanguinolento na cavidade intraperitoneal, hiperemia e cavidade abdominal com
edemaciamento (Poietti- Juinior et al. 2017). Em geral, esses sintomas externos sao de facil
identificacdo pelos piscicultores, auxiliando assim no diagndstico da bacteriose. Assim, séo
importantes os estudos sobre avaliacdo da dose letal de A. hydrophila em pirarucu, pois essa
espécie de bactéria pode causar grande mortalidade de peixes no cultivo, levando a perdas

econdmicas significativas na producéo da piscicultura.

1.3. O sangue e sistema imunoldgico dos peixes

Os peixes sdo 0s primeiros vertebrados a desenvolver sistema imunoldgico inato e
adaptativo, mas sdo desprovidos de medula dssea. Esses vertebrados aquaticos possuem 0s
orgdos do sistema linfoide dividido em 6rgdos primarios, constituido pelo rim e timo; e os
6rgdos secundarios, constituido pelo baco e tecido linfoide associado ao intestino, conhecido
como GALT e as branquias (Van Muiswinkel 1995, Tavares-Dias e Moraes 2004). O rim
desempenha papel de 6rgdo hematopoiético, pois é o primeiro 6rgao que aparece linfocitos B,
fazendo sua diferenciagdo. O timo constitui o local de desenvolvimento e maturacdo dos
linfocitos T, enquanto que os drgdos secundarios funcionam como primeira linha de defesa dos
peixes (Tort et al. 2003). Os peixes, de modo geral, possuem timo e baco bem desenvolvidos,
exceto as lampréias, que ndo possuem timo verdadeiro e tem baco rudimentar (Fijan 2002,

Tavares-Dias e Moraes 2004).
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A formac&o da linhagem eritro-trombo-leucocitéria nos teledsteos ocorre no rim e baco
e de maneira similar ao de outros vertebrados. Assim, 0 sangue dos peixes possui eritrocitos e
trombaocitos nucleados, além de populacdo de leucocitos tais como linfocitos, mondcitos,
neutrdfilos, eosindfilos e basofilos. Porém, ndo foram determinadas ainda as células fonte
pluripotente e progenitora dessas células sanguineas em peixes. As formas precursoras de
eosinofilos, basofilos e trombdcitos também ndo foram ainda identificadas (Fijan 2002,
Tavares-Dias e Moraes 2004).

Nos peixes, a hematopoiése sofre influéncia de diversos fatores bioldgicos e ambientais.
O estresse, por exemplo, pode provocar aumento da atividade eritro-leucopoética (Tavares-Dias
e Moraes 2004). Assim, hematocrito, glicose, cortisol, concentracdo de hemoglobina e nimero
de linfocitos sdo consideradas varidveis sanguineas indicadoras da resposta ao estresse em
peixes (lwama et al. 1995; Tavares-Dias e Moraes 2004, Lima et al. 2006, Martins et al. 2008),
ocasionado por inimeros fatores, dentre eles praticas de manejo, transporte, tratamentos e altas
densidades de estocagem, entre outros fatores. Esses fatores produzem efeitos que ameagam ou
perturbam o equilibrio homeostatico e provocam um conjunto de respostas comportamentais e
fisioldgicas como acdo compensatdria ou adaptativa, habilitando o animal a superar as ameacas
(Lima et al. 2006). O nivel de glicose no sangue de peixes demonstra ser indicador sensivel ao
estresse ambiental (Iwama et al. 1995), pois nessa ocasido pode ocorrer uma consideravel taxa
de absorcdo de oxigénio pelas branquias, em funcdo do aumento da taxa de ventilacdo, da
estimulacdo do fluxo branquial e da elevada capacidade de difusdo do oxigénio (Lima et al.
2006).

Nos peixes teledsteos, uma caracteristica peculiar dos tecidos hematopoéticos é a
presenca de centros de melanomacréfagos ou agregados de macrofagos no figado, baco e rim.
No figado e bago os centros de melanomacr6fagos contém pigmentos marron-amarelados e a
guantidade desses pigmentos podem variar entre as espécies de peixes e entre tecidos. Os
centros de melanomacréfagos possuem importantes funcgdes fisioldgicas tais como a estocagem
de eritrocitos, catabolismo de tecidos eritrdides e o reaproveitamento de substancias que podem
ser reutilizadas na hematopoiése, como por exemplo, o ferro. Além disso, apresentam fungéo
imunoldgica como respostas humoral e inflamatéria e estocam e destroem ou detoxificam
substancias exogenas e endogenas. Os pigmentos presentes no interior dos centros de
melanomacrofagos apresentam atividade funcional, a hemosiderina que esta relacionada com a
estocagem e o reaproveitamento do ferro dos eritrocitos. A lipofucsina e cerdide derivados da
peroxidacdo das células e organelas e melanina, estdo relacionados aos mecanismos de defesa

do hospedeiro (Tavares-Dias e Moraes 2004).
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Apesar da distin¢do na classificacdo do sistema de defesa em inato e adaptativo, sempre
gque um agente patogénico ataca o organismo, o sistema imunoldgico defende mediante a
interacdo da maioria dos elementos que compdem o sistema imunoldgico, onde varios fatores
de cada sistema podem agir separadamente ou em combinacao (Fernandez et al. 2002, Biller-
Takahashi et al. 2013). Assim, o sistema imunoldgico e inato dos peixes € responsavel pela
primeira linha de defesa (Figura 1), tendo um carater geral e independente do reconhecimento
das estruturas moleculares dos organismos invasores, atuando rapidamente na defesa
(Fernandez et al. 2002, Van Muiswinkel 2006, Saurabh e Sahoo 2008). Para tal, forma-se
barreiras fisicas através do muco, escamas, branquias e epiderme, imundcitos, células
fagociticas, células citotdxicas ndo especificas, células endoteliais e componentes humorais tais
como a transferrina, lisozima, sistema complemento, inibidores de protease, anticorpos,
lecitinas, pentraxinas, citocinas, quimiocinas e peptideos antimicrobianos; gerados pela
secrecdo interna de varios tecidos e células (Magnadéttir 2006). Dessa forma, a imunidade inata
consiste em impedir que agentes patogénicos tentem invadir o organismo, bloqueando a sua
entrada ou mesmo eliminando-os antes que possam causar qualquer tipo de infeccao (Fernandez
et al. 2002).

A imunidade adaptativa é caracterizada pelo reconhecimento de antigeno especifico e
desenvolvimento da meméria imunoldgica (Figura 1), necessitando de tempo para ser ativada
e promover uma resposta especifica e adequada contra cada patogeno especifico (Van
Muiswinkel 2006, Magnadottir 2006, Saurabh e Sahoo 2008). Esse tipo de imunidade é
subdividida em resposta humoral e celular, envolvendo os érgéo e tecidos linfoides (primarios
e secundarios), dependendo diretamente da atividade dos linfécitos T e B, que atuam na
producdo de receptores especificos tais como as imunoglobulinas (lg), fagdcitos, linfocitos
Natural Killer (NK), proteinas plasmaticas do sistema complemento e lisozima (Eto et al.
2013). Portanto, o sistema imunoldgico inato e adaptativo (Figura 1) tem a funcédo de proteger
0 organismo contra infeccdes que podem levar o hospedeiro a morte. Além disso, responde aos
agentes estressores e variagao de temperatura ambiental (Lie et al. 1989).
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Sistema

imunolégico

Adaptativo

Linfocitos Memoria
BeT imunologica
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Humorais

Barreiras
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Sistema Imunidade

Enzimas

Inflamagao Plasmocitos Imunoglobulinas

complemento adquirida

complementos

Muco fagociticas
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Figura 1. Esquema diagramatico simplificando os compartimentos do sistema imunoldgico em peixes teledsteos. Baseado em: Fernando et al.
(2002), Van Muiswinkel (2006), Rubio-Godoy (2010), Uribe et al. (2011) e Fu et al. (2013).
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1.3.1. C¢élulas e proteinas do sistema imunoldgico de peixes

Em peixes, a exemplo de outros vertebrados, varias populagdes de leucdcitos (linfocitos,
monaocitos/macrofagos, granuldcitos: neutréfilos, eosinofilos e basofilos, e células citotoxicas)
participam do sistema imunoldgico. Os macrofagos e granulécitos sdo considerados células
fagociticas que atuam ingerindo bactérias e restos celulares e sdo importantes nos processos
inflamatorios, onde ocorre a migracdo desses leucdécitos para o local dos danos e, consequente,
acumulo de fluidos (Secombes 1996, Fernandez et al. 2002). Os linfdcitos sdo responsaveis
pela resposta imune especifica humoral, tais como a producdo de anticorpos e aumento da
capacidade citotdxica, atuando no processo de memaria imunoldgica e promovendo a liberacdo
de fatores reguladores da funcdo imunolégica (Fernandez et al. 2002). Porém, a fungdo dos
granuldcitos nos peixes ainda ndo esta bem definida, visto que esses também podem participar
do processo infamatdrio juntamente com os agranuldcitos linfécitos e macréfagos (Tavares-
Dias e Moraes 2004). Além disso, o numero de leucdcitos pode variar nos peixes, pois sofre
influéncia de muitos fatores internos e externos tais como espécie, condi¢bes de coleta e
armazenamento do sangue, idade, variacGes do ambiente, entre outros fatores (Fernandez et al.
2002, Magnadéttir 2006, Tavares-Dias e Moraes 2004).

Nos peixes, ha ainda as células citotoxicas que tem como principal funcdo a lise de
células estranhas sem que essas expressem algum antigeno ativador da resposta imunoldgica
especifica. Assim, esse tipo de célula gera uma resposta imune ndo especifica, pois ndo ha
reconhecimento de antigeno que estimula a resposta imunolégica especifica, nem formacao de
células monoclonais especificas ou qualquer memoria imunoldgica. Tais células se diferenciam
dos linfocitos que criam uma resposta imunolégica especifica contra cada patdgeno com o qual
entrou em contato (Uribe et al. 2011).

O sistema complemento € composto por um grupo de proteinas e componentes ndo-
proteicos que estdo envolvidos na imunidade inata e adaptativa. Podendo esse ser ativado ao
longo de duas vias principais: via classica, que é estimulada por complexos antigeno-anticorpo;
e via alternativa, que € iniciada por contato com parede celular de microorganismos compostos
por polissacarideos (Van Muiswinkel 2006). Qualquer uma dessas vias compreende trés fases
- a fase de iniciacdo particular para cada uma das vias, a fase de amplificagdo em que é a
ativacdo da fragdo C3, comum a todas as vias. Essa ativagdo ocorre através da clivagem de C3
em C3a e C3b. A ultima fase € a de ataque a membrana, e esta é a fase de ativagdo comum a
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essas trés vias, que terminam na lise celular das células dos organismos invasores (Arosa et al.
2007).

Nos peixes, 0 sistema complemento participa dos seguintes processos biologicos:
fagocitose, opsonizacdo, quimiotaxia de leucocitos e inativacdo de toxinas liberadas por
bactérias (Secombes 1996, Rubio-Godoya 2010). De modo geral, o sistema complemento
possui atividade bactericida, principalmente contra cepas bactérianas Gram-negativas (Rubio-
Godoya 2010), o que auxilia principalmente no desencadeamento da resposta imunoldgica
contra patdgenos causadores de perdas em cultivo intensivo.

As lisozimas séo enzimas de origem mucolitica e leucocitaria importante do sistema
imunolégico inato presente em diversos 6rgdos, e seus niveis podem variar entre as espécies de
peixes (Lie et al. 1989, Fu et al. 2013). Essas atuam na mediacdo e protecdo contra
microrganismos invasores, principalmente contra bactérias Gram-positivas, enquanto que
bactérias Gram-negativas ndo sdo danificadas diretamente pelas lisozimas. Porém, as lisozimas
atuam em conjunto com o sistema complemento, que danifica a camada de peptidoglicano,
deixando o caminho livre para a acdo da enzima (Saurabh e Sahoo 2008, Van Muiswinkel
2006), afetando até mesmo agentes patogénicos graves como Aeromonas salmonicida e A.
hydrophila (Ellis 1999), por exemplo. Além da ac&o bactericida, as lisozimas possuem acéo
fagocitica por ativagdo direta de leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos e eosindfilos) e
macrofagos, provendo a opsonizacgdo de patdgenos invasores (Lie et al. 1989, Saurabh e Sahoo
2008, Rubio-Godoya 2010). Aumento da transcricdo de genes ligados as lisozimas ap6s a
infeccdo experimental com Edwardsiella tarda em Paralichthys olivaceus confirma a
expressao e sua atividade microbicida em teledsteos (Hikima et al. 1997).

Em peixes de agua doce, as lisozimas estdo presentes principalmente em tecidos ricos
em leucdcitos tais como: branquias, baco, rins, trato digestivo, células do sistema imune
(neutréfilos e macréfagos peritoneais), células vermelhas do sangue, cecos pildricos, estbmago,
intestino, pele, mucosas (Lie et al. 1989). Segundo Ramos et al. (2018), nesses locais existem
muitas celulas com extensos citoplasmas, que excretam muco, sendo esse muco rico em
substancias como lisozimas, imunoglobulinas, anidrase carb6nica, componentes do sistema
complemento, citocinas, proteina reativo C e enzimas proteolicas, todas essas importantes para
aacao do imunidade inata. Tais enzimas na maioria dos casos tem alta atividadade bacteriolitica
contra A. salmonicida e A. hydrophila, Carnobacterium piscicola, Pasteurella piscicida, Vibrio
anguillarum, entre outras que também sdo patogénicas. Além disso, em estudos realizados por
Lie et al. (1989) foi observado que dentre os orgdos com presenca de lisozima, o rim € o que

apresentava uma maior atividade e producdo, diferentemente dos dados apresentados por
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Lindsay (1986), que mostraram uma diferenciacdo na producéo de lisozimas entre 0s orgaos
estudados. Portanto, a resposta imune inata em peixes demostra grande importancia quando
comparada com a imunidade adquirida visto que as lisozimas sdo um parametro qualitativo e
quantitativo na resposta imunolégica contra infeccdes bacterianas (Fu et al. 2013). Fu et al.
(2013) sugerem que genes do tipo c e g relacioandos a producdo de lisozimas desempenham
papel importante na resisténcia aos agentes bacterianos em peixes.

A importancia dos niveis de lisozimas ou sua atividade na imunidade inata de peixes
estd bem documentada, devida a atividade litica contra bactérias. Ela se divide em -1, 4,
ligagBes glicosidicas entre o acido N-acetilglucosamina e N-acetilglucosamina nas paredes
celulares de bactérias Gram-positivas, impedindo-os de invadir o hospedeiro. Quando a parede
celular externa de bactérias Gram-negativas € rompida devido a acdo de enzimas do sistema
complemento e outras, expde a camada de peptidoglicano interior das bactérias, em seguida,
torna-se eficaz a atividade das lisozimas (Lie et al. 1989).

Lisozimas podem ser medidas quantitativamente por meio de método turbidimico com
base na lise de bactérias Gram-positivas, Micrococcus lysodeikticus (Lie et al. 1989, Abreu et
al. 2009, Fu et al. 2013), podendo ser tmabém determinadas no soro ou plasma. Porém, Abreu
et al. (2009) mostram que essa enzima encontra-se em maior nivel no soro quando comparado
ao plasma. Portanto, a resposta gerada pelas lisozimas a infec¢des bacterianas antes da ativagédo
da resposta adquirida é de grande importancia para a resposta imunolégica inata em peixes,
sendo essas enzimas um parametro qualitativo e quantitativo desta resposta.

Em samonideos, foi detectada a presenca de duas isoformas de lisozimas com potencial
bactericida contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, ativadas sem a necessidade do
sistema complemento, ao contrério do que ocorre em mamiferos, em que as lisozimas sdo
ativadas contra bactérias Gram-negativas somente ap0s ativacdo do sistema complemento
(Yousif et al. 1991). Portanto, em peixes, a resposta inata € uma importante ferramenta de
defesa contra inimeros patdgenos, sendo compensatorio a resposta imunoldgica adquirida, que
se desenvolve lentamente em relacdo aos vertebrados mais recentes. Além disso, a resposta
imunoldgica sofre influéncia da temperatura ambiental, sendo necessaria a regulacdo da
temperatura ideal para cada espécie manter sua resposta imunoldgica adquirida equilibrada
(Clem et al. 1984, Bly e Clem 1994, Magnadottir 2006), bem como a resposta inata.

As imunoglobulinas, fazem parte tanto do sistema imunologico inato quanto do sistema
imunoldgico adptativo dos animais, nos mamiferos, as principais imunoglobulinas, que séo
anticorpos que possuem papel importante na resposta de defesa das regides das mucosas

(Zimmerman et al. 2011). Esses anticorpos sao glicoproteinas plasmaticas circulantes, do tipo
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das gamaglobulinas, cada uma interage especificamente com determinado antigeno (epitopo)
responsavel por estimular sua formacdo. Sdo secretados pelos plasmdcitos resultantes da
proliferacdo e diferenciacdo do linfécito B. As Ig possuem funcdo de combinar-se
especificamente com o epitopo que ela reconhece, provocando o aparecimento de sinais
quimicos indicando aos outros componentes do sistema imunitario, que ha um invasor no
organismo. Algumas Igs possuem a capacidade de aglutinar células e precipitar antigenos
sollveis, facilitando a fagocitose de microorganismo.

Em peixes teledsteos, ja foram identificadas IgM, IgD, IgT ou IgZ (Zhang et al. 2011,
Zimmerman et al. 2011, Dias et al. 2015). Porém, estudos apontam apenas para duas classes de
imunoglobulinas, IgM e IgD, sendo a primeira a Unica classe de imunoglobulinas que atua em
compartimentos sistémicos e nas mucosas, como também no plasma, muco e bile (Eto et al.
2013). A terceira cadeia de isotipo IgT/IgZ, foi identificado somente em Danio rerio (Danilova
et al. 2005) e O. mykiss (Hansen et al. 2006). IgD é expressa em pequenas quantidades durante
0s estagios embrionarios e em juvenis de peixes, aumentando com o desenvolvimento. Porém,
em D. rerio a presenca de IgM, IgZ, IgD ocorre durante todo o desenvolvimento dos peixes,
com maior predominancia de IgM na fase adulta (Zimmerman et al. 2011). As concentracédo de
IgM podem variar entre as espécies de peixes. Em salmonideos, a presenca de IgM no soro €
extremamente baixa quando comparada com a C. carpio, Carassius auratus, Tinca tinca,
Trematomus bernacchii, Trematomus hansoni, Trematomus newnesi e Anguilla japonica
(Scapigliati et al. 1997, Uchida et al. 2000). Estudos realizados com Gadus morhua relataram
que a presenca de IgM esta relacionada com o tamanho dos peixes (Magnadottir et al. 1999) e
com condicbes ambientais de temperatura. Além disso, a resposta imunolégica da pele e
branquias é importante, pois estes 6rgaos estdo em contato direto com o ambiente (Uribe et al.
2011). As Ig estdo relacionadas a reposta imune especifica, ou seja, atuam contra patégenos
gue venceram todas as barreiras inatas até instalar-se e que poderiam causar danos ao organismo
dos peixes hospedeiros. Portanto, as lgs podem variar de acordo com o0s niveis de
imunoestimulantes adicionado a dieta de peixes, pois hd um estimulo a sua producdo quando

inseridos substancias na alimentacéo.

1.3.2. Atividade respiratoria de leucocitos em peixes

Nos peixes, a resposta inflamatoria é realizada principalmente por células fagociticas,
tais como linfocitos B, macrofagos, fibroblastos, neutrofilos e eosindfilos, as quais possuem

capacidades fagociticas em grau variado. Macrofagos e neutréfilos possuem uma grande


http://www.infoescola.com/biologia/fagocitose/
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quantidade de moléculas antimicrobianas que estdo no interior dos granulos e lisossomas das
células, relizando assim a maior atividade fagocitaria (Abreu et al. 2009). Por sua vez, a
fagocitose é acompanhada por uma atividade metabdlica de grande intensidade das células, com
elevado consumo de oxigénio. Os leucdcitos aumentam seu consumo de oxigénio através da
NADPH oxidase e geram varias espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical &nion
superoxido (O-), peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singlete (10) e radical hidroxila
(OH") em um processo chamado de explosdo respiratoria (burst respiratory). Superoxido e
peréxido de hidrogénio sdo ROS altamente toxicos e formam a base de um potente sistema
antibacteriano (Biller-Takahashi et al. 2013).

A habilidade de um patdégeno em causar doenca esté relacionada com sua habilidade de
escapar da fagocitose. Assim, a explosdo respiratdéria € um importante mecanismo de
eliminacdo de patdgenos nos peixes (Tortora et al. 2012). Varios estudos relataram que
suplementacdo com plantas imunoestimulantes tem mostrado bons resultados no incremento da
atividade fagocitaria realizada pelos neutréfilos (Dalmo e Seljelid 1995, Dalmo et al. 1996,
Digencia et al. 2003, Rao et al. 2006, Harikrishnan et al. 2010, Asimi et al. 2015), o que
consequentemente, confere maior protecdo aos peixes. Em L. rohita alimentados com extrato
de Syzygium aromaticum houve aumento da atividade antioxidante (Asimi et al. 2015). Porém,
em O. mykiss alimentados com 1% de Zingiber officinale, estudos da explosao respiratdria,
detectaram grande producdo intracelular de anion superéxido pela formacdo de cristais de
formazano, que possibilitou uma maior atividade bactericida apo6s infeccGes bacterianas
(Dlgenci et al. 2003), mostrando que a alimentacdo esta diretamente ligada a fatores

imunolégicos e defesa do organismo dos peixes.

1.4. Uso de imunoestimulantes no desempenho de crescimento e imunidade de peixes

Nas Ultimas décadas, devido ao aperfeicoamento do conhecimento sobre o sistema
imunolodgico dos peixes, a indUstria da aquicultura vem investindo no desenvolvimento de
novos produtos que atuem no ganho de crescimento e imunidade desses vertebrados, visando
reduzir os niveis de infeccGes causadas por parasitos e patdgenos (Magnadottir 2010,
Harikrishnan et al. 2011a,b, Adel et al. 2015) e garantir o incremento da producdo e
produtividade na piscicultura.

Em geral, antibidticos sdo frequentemente utilizados para controlar doencas, causadas
principalmente por estresse de manejo, infecces bacterianas e parasitérias, as quais podem ser

fatores limitantes para producdo nas pisciculturas comerciais (Anderson 1992, Toazza et al.
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2013, Moghanlou et al. 2018), isso tem aumentado o interesse por esses produtos terapéuticos
e outros agentes quimioterapéuticos. Porém, ha um risco crescente das cepas bacterianas
desenvolver resisténcia aos antibioticos usados com grande frequéncia e indiscriminadamente
(Mohamad e Abasali 2010, Harikrishnan et al. 2011b, Asimi et al. 2015). Assim, recentemente,
tem aumentado o interesse dos pesquisadores e produtores no uso de diferentes
imunoestimulantes, na tentativa de reduzir tais problemas na piscicultura (Anderson 1992,
Toazza et al. 2013).

A alternativa tem sido o uso de dietas a base de extrato de plantas medicinais,
microrganismos tais como leveduras e bactérias probidticas e outros imunoestimulantes, ou
parte desses microrganismos para imunoestimular a imunidade dos peixes, protegendo-0s
contra doencas relacionadas ao estresse causado por manejo, classificacdo dos animais,
transferéncia de viveiros, desova artificial, além de incrementar o seu crescimento (Tabela 2).
Os imunoestimulantes tem a funcdo de auxilar as células fagociticas a aumentar sua atividade
bactericida e estimular as células Natural-Killer, sistema complemento, atividade de lisozimas
e respostas de anticorpos em peixes e outros enzimas de defesa, reforcando a protecéo contra

doencas infecciosas (Harikrishnan et al. 2011b) e parasitarias.


http://scialert.net/asci/author.php?author=Sudagar&last=Mohamad
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Tabela 2. Produtos imunoestimulantes utilizados em peixes. ¥': Redugéo, M: Aumento, J: Nao

houve diferencas significativas, WBC: Leucocitos, RBC: Eritrocitos e Hb: Hemoglobina.

Imunoestimulantes

Espécies de peixe

Eficacia

Referéncias

Alginato ergosan

Alginato de sédio

Alginatos (high-M
alginate®)

Alginato de sédio

Acidos alginicos

Aquavac (Ergosan®)

AquateFish®

ArtinM (Artocarpus
integrifolia)

Chlorella sp.

Frangula (Sigma-
Aldrich, USA)

Levamisol

Levamisol

Oreochromis niloticus

Epinephelus coioides

Gadus morhua

Epinephelus
fuscoguttatus

Cyprinus carpio

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Carassius auratus
gibelio

Labeo rohita

Piaractus
mesopotamicus

Labeo rohita

1 Conversio alimentar
| Mortalidade

|Mortalidade por
Streptococcus sp. e
iridovirus

| Mortalidade por
Aeromonas salmonicida

| Mortalidade por
Streptococcus sp.

|Mortalidade por iridovirus

| Mortalidade por Vibrio
anguillarum

1 RBC, WBC, eritroblastos

e trombocitos

| Mortalidade

1 Integridade intestinal
1 Resisténcia a
ectoparasitos

| Mortalidade por
Streptococcus agalactiae

1 Desempenho
| Mortalidade

T1Desempenho
tImunidade

TLisozima,
1Complemento,

T Atividade oxidativa
1Superdxido dismutase

| Atividade myloperoxidase

| Mortalidade por

Aeromonas hydrophila

{Lisozima

{Proteina, albumina e
globulina

IWBC, bust respiratorio
| Mortalidade por

Aeromonas hydrophila

tImunidade

Leonhardt et al. (2011)

Yeh et al. (2008)

Vollstad et al. (2006)

Chiu et al. (2008)

Huttenhuis et al. (2006)

Garcia et al. (2012)

Padua et al. (2014, 2015)

Toazza et al. (2013)

Costa et al. (2011)

Xu et al. (2014)

Giri etal. (2016)

Biller-Takahashi et al.
(2016)

Wijendra e Pathiratne
(2007)
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Tabela 2. Continuacdo...\s: Reducdo,N: Aumento, J: Ndo houve diferencas significativas
WABC: Leucdcitos, RBC: Eritrocitos e Hb: Hemoglobina.

Levamisol, quitosana e
quitina

MycosorbA+®

Quitosana

Vitamina C e
Vitamina E

Acido ascérbico

B-glicano (Hoplit™)

B-glicano
B-glicano

B-glicano

-1,3/1,6-glicano

B-1,3-glicano

B-glicano,
peptidoglicano,
vitaminaCe E

Asza-

Cyprinus carpio

Arapaima gigas

Lates calcarifer

Arapaima gigas

Arapaima gigas

Rutilus frisii

Oncorhynchus Mykiss
Piaractus
mesopotamicus

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus keta

Oncorhynchus mykiss

Rachycentron canadum

| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

{Desempenho

{Fator de condicdo

THt, Hb, RBC

e indices hematimétricos
lglicose e triglicérides
tcolesterol

1 RBC,WBC, Hb,
proteina, albumina,
globulina

1Atividade Oxidativa,
lisozima, atividades
bactericidas

| Mortalidade por Vibrio
anguillarum

tDesempenho
TRBC, Hb, WBC
1 Proteinas totais, glicose

{Desempenho
{Conversdo alimentar

TDesempenho

TRBC, Hb, WBC
TMicrobiota intestinal
|Mortalidade

1 microbioma intestinal
tLisozimas

IWBC

| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

| infeccdo por
Ichthyophthirius
multifiliis

linfecg¢do por Loma
salmonae

linfecgéo por
Saprolegnia sp.

tLisozimas

| infeccdo por
Ichthyophthirius
multifiliis

1Desempenho

1 Lisozima
1Complemento C3
TAtividade Oxidativa
|Mortalidade por Vibrio
harveyi

Gopalakannan e Arul
(2006)

Hoshino et al. (2017)

Ranjan et al. (2014)

Matos et al. (2003)

Silva et al. (2006)

Rufchaie e Hoseinifar
(2014)

Schmitt et al. (2015)
Biller-Takahashi et al.
(2014)

Lauridsen e Buchmann
(2010)

Guselle et al. (2006)

Kiseleva et al. (2014)

Jaafar et al. (2011)

Donga et al. (2015)
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Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Aeromonas sobria (GC2®)

Shewanella xiamenensis
Shewanella xiamenensis, e
Aeromonas veronii

Microcystis sp.

Adenocalymna alliaceum e
Ocimum gratissimum

Allium sativum

Huso huso

Labeo rohita

Oreochromis sp.

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Epinephelus coioides

Oncorhynchus mykiss

Ctenopharyngodon
idellus

Oreochromis niloticus
Colossoma
macropomum

Colossoma
macropomum

1Desempenho
|Mortalidade
{colesterol, glicose e
proteina total
IMicrobiota intestinal

tDesempenho
tImunidade inata

| Mortalidade por
Aeromonas hydropilla

1 Conversdo alimentar
TRBC, Hb

|Lisozima

| Atividade oxidadativa
1 Mortalidade por

Streptococcus agalactiae

tImunidade
1Atividade oxidativa

1 Imunidade
|Mortalidade

Streptococcus sp. €
iridovirus

TWBC, bust respiratorio

superoxido dismutase,
lisozima, complemento
CH50

| infecg@o por
Ichthyophthirius
multifiliis

TComplemento C3
tImunidade inata
TAtividade oxidativa
TLisozimas,
timunoglobulinas

| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

| Desempenho
{Mortalidade

lInfecgdo por
Monogenoides

IDesempenho

TRBC, WBC, Proteinas
totais

|Anacanthorus
spathulatus

Hoseinifar et al. (2011)

Tewary e Patra (2011)

Amin et al. (2015)

Manoppo et al. (2015)

Manurung et al. (2013)

Chiu et al. (2010)

Pieters et al. (2008)

Wu et al. (2015)

Costa et al. (2011)

Boijink et al. (2011)

Inoue et al. (2016)
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Allium sativum

Allium sativum

Allium sativum

Allium sativum
Allium sativum e

Zingiber officinale

Allium sativum,
Ocimum tenuifloru,
Zingiber officinale.

Allium cepa

Aloe vera

Andrographis paniculata

Andrographis paniculata

Cinnamomum sp.

Cissus quadrangularis e
lipopolissacarideos

Oncorhynchus mykiss

Labeo rohita

Carassius auratus

Huso huso

Dicentrarchus labrax

Mystus montanus

Huso huso

Cyprinus carpio

Cyprinus carpio

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Lates calcarifer

tDesempenho

TRBC, Het

TWBC, bust respiratorio,
lisozima,

|Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

1 RBC, WBC
1Lisozima e atividade
bactericida

| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

|Mortalidade por
Aeromonas spp. e
Pseudomonas spp.

1Globulinas, albumina

|Proteina e
albumina sérica
ttriglicerideos

TtDesempenho

1T WBC, RBC, Hb
|Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

TLisozima

TBust respiratorio
tImunoglobulina
IRBC, WBC, Hct
|Proteina totais,
triglicérides, colesterol,
albumina, globulina

1Desemprenho
tImunidade
|Estresse

TRBC e Hb

1 Atividade oxidativa
| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

| Mortalidade por
Streptococcus agalactiae

1Desempenho
TWBC e linfécitos
| Mortalidade por
Pseudomonas
aeruginosa

1Desempenho
| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

Nya e Austin (2009)

Sahu et al. (2007)

Samal et al. (2005)

Kanani et al. (2014)

Yilmaz e Ergun (2012)

Kumar et al. 2014

Akrami et al. (2015)

Mahdavi et al. (2013)

Muthu et al. (2015)

Rattanachaikunsopon e
Phumkhachorn (2009)

Sivagurunathan et al.
(2013)

Devakumar e
Chinnasamy (2015)
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Cotinus coggyria

Extrato de cardamomo e

extrato de cravo

Mentha piperita

Mespilus germanica

Nigella sativa

Ocimum basilicum

Origanum vulgare

Origanum vulgare

Psidium guajava

Punica granatum

Stachys lavandulifolia

Oncorhynchus mykiss

Labeo rohita

Salmo Trutta Caspius

Cyprinus carpio

Oncorhynchus mykiss

Cyprinus carpio

Oncorhynchus Mykiss

Astyanax altiparanae

Oreochromis niloticus

Paralichthys olivaceus

Oncorhynchus mykiss

1Bust respiratorio
tLisozima
1Proteinas totais

tDesempenho
1 Eficiéncia protéica

1 Indice hepatossomatico

1Atividade antioxidante
1Imunidade

1Desempenho
zootécnico
|Bioquimica
TWBC, RBC, Hb

1Desempenho
zootecnico
tLisozima,
timunoglobulinas,
Peroxidase

TLisozima

TExplosao respiratoria
Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

T1Desempenho

TWBC

TRBC, Hb, proteinas
totais, albumina e
globulinas

| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

1Proteinas totais,
albumina e globulinas
TLisozima

T Atividade oxidativa

T1Desempenho
1Efiéncia proteica

| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

tLisozima
TAtivida oxidativa
| Mortalidade por
Lymphocystis

1Desempenho
TRBC,triglicerideo,
colesterol
TImunoglobulinas,

complementos e lisozima

Bilen et al. (2011)

Asimi et al. (2015)

Adel et al., (2015)

Hoseinifar et al. (2017)

Altunoglu et al. (2017)

Amirkhani e
Firouzbakhsh (2015)

Pourmoghim et al.
(2015)

Ferreira et al. (2014)

Pachanawan et al. (2008)

Harikrishnan et al.
(2010)

Moghanlou et al. 2018
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Tabela 2. Continuagio...

Tussilago farfara, Inula Cyprinus carpio TWBC, RBC e Hb Mohamad e Abasali
helenium, Brassica nigra TLisozima e (2010)
e Chelidoniume majus proteinas totais

TAlbumina e globulina

| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila
Zea mays Oreochromis niloticus 1 Atividade antioxidante ~ Catap et al. (2015)
| Mortalidade por
Aeromonas hydrophila

Zeylanicum, Ocimum Cyprinus carpio tImunidade Abasali e Mohamad
basilicum, | Mortalidade por (2010)
Cinnamomum, Juglans Aeromonas hydrophila

regia e Mentha piperita

Zingiber officinale Oncorhynchus mykiss 1 WBC, RBC ¢ Hb Haghighi e Rohani (2013)
tLisozimas
tAtividade oxidativa
Zingiber officinale, Oncorhynchus mykiss 1Desempenho Dugenci et al. (2003)
Viscum album e zootécnico
Urtica dioica 1Fator de condi¢éo
tImunidade

1Proteinas no soro

Zingiber officinale Huso huso 1Desempenho Kanani et al. (2014)
TRBC, Ht e Globulinas

Varios produtos tem se destacado como imunoestimulantes, dentres esses S. cerevisiae,
derivado de fungo de cervejaria ou cana-de-acucar. Essa levedura possui grande capacidade
imunoestimulante quando usada em dietas para peixes, além de conter elevado teor de proteina
(48% de peso seco) e alta digestibilidade (Lara-Flores et al. 2003, Amin et al. 2015). Leveduras
S. cerevisiae contém varios compostos imunoestimulantes tais como acidos nucleicos de f-
glicano, manano, oligossacaridos e quitina, mostrando boa resposta imunoldgica em diversos
estudos realizados em peixes de cultivo. Diversos estudos tem sido direcionados para desafio
bacteriano de peixes suplementados com dietas contendo S. cerevisiae ou outros produtos,
incluindo plantas medicinais (Tabela 2).

Alguns estudos também tem sido realizados em peixes parasitados e alimentados com
dietas contendo S. cerevisiae. Em Paralichthys olivaceus parasitados pelo ciliado Uronema
marinum, suplementagdo com L. plantarum, Lactobacillus acidophilus e S. cerevisiae
aumentou a resposta imunologica ndo-especifica, indicada pelo aumento da atividade
escutidoidal e atividade de lisozimas. Porém, ndo foram significativas tais atividades em peixes
infectados quando alimentados com dietas contendo Lactobacillus sakai e B. subtilis

(Harikrishnan et al. 2011a). Pieters et al. (2008) relataram que a suplementacdo alimentar com


http://scialert.net/asci/author.php?author=Sudagar&last=Mohamad
http://scialert.net/asci/author.php?author=Hajibeglou&last=Abasali
http://scialert.net/asci/author.php?author=Hajibeglou&last=Abasali
http://scialert.net/asci/author.php?author=Sudagar&last=Mohamad
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A. sobria em O. mykiss aumentou em 100% a sobrevivéncia dos peixes apos desafio com I.
multifiliis, enquanto nos controles houve 100% de mortalidade. Para essa mesma espécie de
peixe suplementada na dieta com 5% de B-1,3-glicano, extraido Euglena gracilis, houve
também protecdo apos desafio com I. multifiliis (Jaafar et al. 2011). Resultados similares foram
relatados para peixes alimentados com 0,2% de B-glicano, extraido de S. cerevisiae, pois houve
sucesso na imunizagdo contra I. multifiliis, devido ao aumento dos niveis de lisozimas no
plasma, que tem fortes efeitos antibacterianos (Lauridsen e Buchmann 2010). Guselle et al.
(2006) também observaram eficiéncia de B-glicano contra Loma salmonae, mas relataram a
necessidade de estudos para definir a concentracao ideal desse imunoestimulante no controle
dessa parasitose.

Em Ctenopharyngodon idellus, alimentados com fragmentos das bactérias Shewanella
xiamenensis, Shewanella xiamenensis e Aeromonas veronii melhoraram o sistema imunoldgico
inato e adptativo, reduzindo a mortalidade dos peixes apds o desafio com A. hydrophila (Wu et
al. 2015). Similarmente, em Cyprinus carpio, alimentadas com Andrographis paniculata,
houve uma reducdo da mortalidade causada por A. hydrophila, mas somente com a utilizacao
de concentracdes elevadas desse produto imunoestimulante (Muthu et al. 2015). Portanto, 0 uso
de dieta a base de S. cerevisiae para alimentagdo de alevinos de pirarucu poderd conferir
aumento no desempenho de crescimento e melhoria na sua imunidade contra A. hydrophylla,
necessitando apenas de investigacOes sobre as concentragcdes mais adequadas que garantam
esses efeitos positivos.

Produtos derivados de plantas medicinais representam uma promissora fonte de
moléculas bioativas, sendo ao mesmo tempo prontamente disponivel, barato e biocompativel.
Plantas medicinais tém sido relatadas como tendo um largo espectro de promocdo de
crescimento, estimulacdo do apetite, atividade anti-microbiana, imunoestimulante,
antiinflamatdrio e anti-estresse em todo o mundo (Bulfon et al. 2015, Moghanlou et al. 2018).
Assim, extratos e 6leos de plantas com potencial bioativo tem sido usados na suplementacao de
dietas de peixes, apresentando bons resultados no desempenho de crescimento e reducédo de
mortalidade por infeccoes bacterianas, além de contribiur para a melhoria do sistema
imunolégico dos animais, deixando-0s menos suceptiveis a doencas (Tabela 2).

Em O. niloticus, inoculagio de ArtinM®, um produto derivado do extrato da semente de
Artocarpus integrifolia, aumentou as haptotaxia de neutréfilos na cavidade peritoneal
contribuindo para a melhoria da resisténcia contra Streptococcus agalactiae (Toazza et al.
2013), um patdgeno que causa elevada mortalidade nesse peixe. Para essa mesma espécie

tilapia, dietas com 1% de casca de Cinnamomum sp. melhorou a defesa imunologica dos peixes
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quando infectados com P. aeruginosa (Sivagurunathan e Innocent 2014). A adic¢do 1% de Z.
officinale na dieta de O. mykiss melhorou a imunidade dos peixes (Haghighi e Rohani 2013).
Em C. carpio, suplementacdo com 2,5% de extrato etandico de Aloe vera, além de promover
crescimento devido a estimulacdo do apetite dos peixes, reduziu o estresse e perdas de alimentos
(Mahdavi et al. 2013).

A combinagdo de varios extratos de plantas com elevada atividade antimicrobiana tem
sido também eficiente na reducdo da mortalidade causada por A. hydrophila. Mohamad e
Abasali (2010) utilizando a combinagdo de extratos de Inula helenium, Tussilago farfara,
Brassica nigra, Echinacea purpurea e Chelidoniume majus, observaram uma melhoria nos
parametros imunoldgicos avaliados, levando a uma redugdo da mortalidade e incremento no
desempenho de crescimento de C. carpio, mesmo apo6s infeccdo com A. hydrophila. Porém,
devido a combinacdo desses varios extratos de plantas é necessario isolar e caracterizar 0s
compostos e principios ativos de cada uma para saber qual(is) tiveram agdo imunoestimulante.

Na aquicultura, Allium sativum (alho) promove crescimento, melhoria do sistema
imunoldgico, estimula o apetite e fortalece o organismo na reposta contra patégenos (Lee e Gao
2012). Em C. macropomum alimentados com dietas contendo 0, 15, 30 e 45 g/kg A. sativum
ndo houve alteracfes nos parametros de crescimento. Porém, nos peixes alimentados com 30
de 45 g/kg houve reducdo na prevaléncia de monogeneas Anacanthorus spathulatus e melhoria
na resposta dos leucécitos a essa infestacdo parasitaria (Inoue et al. 2016). Porém, para O.
mykiss a adicdo de 0,5 a 1,0g A. sativum melhorou o desempenho de crescimento, parametros
imunoldgicos e reduziu a mortalidade devido a infec¢do por A. hydrophylla em 95% dos peixes
suplementados (Nya e Austin 2009). Portanto, o uso de produtos imunoestimulantes a base de
plantas medicinais também pode melhorar o sistema imunolégico inato e adaptativo dos peixes
(Harikrishnan et al. 2011a), além de aumentar a resisténcia a infeccéo por A. hydrophylla.

Mansoa alliacea, conhecido popularmente como cipd-alho ou alho-da-mata, é uma planta
medicinal da familia Bignoniaceae, com origem na Amazonia. Este arbusto semi-trepador
chega a 3cm ou mais de comprimento e as partes vegetais tem cheiro de alho. Ocorre em terra
firme, longe dos corpos d’agua, em &reas sombreadas tanto de capoeiras como bosques
primarios, em zonas tropicais com precipitacdo pluvial de 1.800 a 3.500 mm/ano e temperatura
entre 20 e 30° C (Ferreira e Gongalves 2007). O cip6-de-alho tem varios usos na medicina
tradicional e entre eles, 0s mais citados sdo tratamento contra a gripe, febre, dor e inflamacéo
de artrite e reumatismo. Apesar de todos os usos, ainda tem pequena aplicacdo como
fitoterapico quando comparado ao A. sativum. Oleo essencial de Mansoa spp. contém

polissulfetos de alila que contribuem para o aroma e sabor caracteristicos do alho. A
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composicdo quimica dos extratos organicos das espécies dee Mansoa incluiu alcanos, alcanois,
triterpendides, flavonoides, derivados do lapachol e derivado sulfurado aliina. O extrato aquoso
frio das folhas de M. alliacea mostra a presenca de acidos aminados comuns de plantas,
enquanto que a analise do extrato de metanol quente revelou a presenca de um aminoacido
dominante, alina em conjunto com aminoacidos com o mesmo padrdo que prevalece no extrato
a frio. A percentagem de alliina encontrado nas folhas secas é 2,15% (Zoghbi et al. 2008).
Atividade in vitro contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis foram demonstradas com
10 e 20 mg/mL de 6leo essencial de M. alliacea (Olivera-Condori et al. 2013). Portanto, extrato
de M. alliacea incluso na dieta de pirarucus poderia melhorar o desempenho de crescimento e
imunidade dos peixes de acordo com a concentragdo administrada.

Em geral, o desafio com inoculagéo de bactérias, principalmente com A. hydrophila, em
peixes alimentados com tem sido o principal modelo nas investigacGes relacionadas aos efeitos
de produtos imunoestimulantes (Tabela 2), pois esta bacteria € um patégeno amplamente
disceminado nos cultivos intensivos. Porém, outras espécies de bactérias tais como Vibrio
anguillarum (Huttenhuis et al. 2006, Ranjan et al. 2014), Streptococcus spp. (Yeh et al. 2008,
Chiu et al. 2008), S. agalactiae (Toazza et al. 2013, Amin et al. 2015), Vibrio harveyi (Donga
et al. 2015), P. aeruginosa (Sivagurunathan et al. 2013), e mesmo virus como Lymphocystis
(Harikrishnan et al. 2010) e iridovirus (Yeh et al. 2008, Chiu et al. 2008) tem mostrado grande
relavancia quanto ao aspecto patogénico para peixes em cultivo, assim tem sido também foco
de investigacdes. Portanto, esses resultados mostram a grande importancia no uso de
substancias imunoestimulantes para alevinos de pirarucus, uma vez que melhoria na saide dos
peixes pode ser uma medida para aumentar a sua sobrevivéncia durante alevinagem, evitando

0 uso de produtos quimicos comuns nas pisciculturas intensivas e epizootias.
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2. PROBLEMAS

» Qual a concentracdo letal de A. hydrophila para alevinos de A. gigas?

> A suplementacdo alimentar com Levabom®, Aquatefish® e extrato de cip6-alho M.
alliacea pode melhorar o desempenho de crescimento e sistema imunoldgico de A.
gigas?

» Qual(is) imunoestimulante(s) e nivel de suplementacdo na dieta tem melhor resultado
no desempenho de crescimento e sistema imunologico para A. gigas desafiados com A.

hydrophila e estresse de manejo apds alimentacéo?
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3. HIPOTESES

» A concentracdo letal de A. hydrophila para alevinos de A. gigas é elevada, pois este
peixe apresenta boa tolerancia;

> A suplementagdo na dieta de A. gigas com Levabom®, Aquatefish® e extrato de M.
alliacea melhora o desempenho de crescimento e sistema imunoldgico dos peixes,
devido ao seu efeito imunoestimulante;

> Maior nivel de inclusdo de Levabom®, Aquatefish® e extrato de M. alliacea na dieta A.
gigas aumenta a resisténcia dos peixes contra A. hydrophila, pois aumenta a imunidade
dos peixes suplementados.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do Levabom®, Aquatefish® e extrato de M. alliacea na dieta de

alevinos de A. gigas no seu desempenho zootécnico e sistema imunoldgico.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar a concentracdo letal de A. hydrophila para A. gigas.

» Avaliar os efeitos do Aquatefish, Levabom e extrato de M. alliacea no desempenho de
crescimento e em parametros de imunidade de alevinos de A. gigas;

» Determinar parametros fisioldgicos e de imunidade em de A. gigas suplementados com
diferentes concentracdes de Aquatefish, Levabom e extrato de M. Alliacea;

» Auvaliar os efeitos da suplementacdo de Aquatefish, Levabom e M. alliacea de alevinos
de A. gigas, com diferentes niveis de imunoestimulantes, ap6s desafio com estresse de
manejo e inoculacdo com A. hydrophila;

» Indicar o(s) imunoestimulante(s) mais eficiente e sua concentracdo para melhoria do

crescimento e imunidade de A. gigas.
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Aeromonas hydrophila is causing substantial economic losses in world aquaculture. This study determined the
tolerance limit (LDsp-geh) of A. hydrophila in Arapaima gigas, and also investigated the clinical signs after
intradermal inoculation. Arapaima gigas fingerlings were inoculated intraperitoneally with 0 (control), 1.0 105, 1.0
10%, 1.0 107, 1.0 10° and 1.0 10'° CFU/ML of A. hydrophila for the determination of LDsg-ggh, which was 1.8 10
CFU/mL. In another trial with intradermal inoculation of 1.8 10° CFU/mL A. hydrophila, there was a 91.6% of
mortality between 8 and 23 h, and several clinical signs were found. As follows: depigmentation in the tegument,
lesions in the tail and fins, loss of balance, reduction of respiratory movements, hemorrhagic foci, necrotic

hemorrhages in the kidney, liver and swim bladder, splenomegaly, ascites in the abdominal cavity and hyperemia,
enlargement of the gall bladder, among other clinical signs observed. The results showed that A. gigas has a relative

tolerance to A. hydrophila when compared to other Neotropical fish species.

& 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Aquaculture strives to produce large quantities of fish in biological
and economicallyefficient way, but infectious diseases are one of the
major limiting factors for production (Plumb et al., 2011; Silva et al.,
2012; Marinho et al., 2013) and productivity. Therefore, diseases
prevention is of extreme importance to the aquaculture industry of fish
as the Arapaima gigas Schinz, 1822 (pirarucu). This Arapaimidae
species is known as the giant fish from Amazon because it can measure
up to 3 min length. This has good tolerance to the high densities of
storage and its robustness in handling (Cavero et al., 2003; Aradjo et
al., 2009; Marinho et al., 2013). However, during the early stages of
A. gigas culture, it encounter many problems with bacterial diseases
which often cause high economic losses for fish farming due to high
mortality rates.

* Corresponding author at: Rodovia Juscelino Kubitschek, km 5, 2600, 68903-419,
Macapé, AP, Brazil.
E-mail address: marcos.tavares@embrapa.br (M. Tavares-Dias).
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Aeromonas hydrophila is an aquatic bacterium that can be isolated in
estuarine waters, marine and freshwater, as well as in the intestinal tract of
farmed fishes (Lallier and Higgins,1988; Aoki, 1999; Janda and Abbott, 2010).
This pathogen causes ulcerations, haemorrhagic focus, epizootic ulcerative
syndrome, and erosion of the fins in farmed and wild fish. Its pathogenicity is
mediated by different extracellular proteins such as aerolysin, lipase, chitinase,
amylase, gelatinase, hemolysins, enterotoxins in addition to type Il secretion
system (TTSS); a specialized protein, whose role is to export virulence factors
directly into the host cells, subverting the normal functions of the host for the
benefit of invasive bacteria. The ADP-ribosylating toxin that leads to the
interruption of the NF-kB pathway, cytoskeleton damage and apoptosis are
characterized in A. hydrophila (Aoki, 1999; Janda and Abbott, 2010; Plumb et
al., 2011; Carraschi et al., 2012; Doan, 2013; Silva et al., 2012; Song et al.,
2014; Stratev and Vashin, 2014).

It has recognized that A. hydrophila is a pathogenic agent not only for fish,
amphibians, reptiles, but also for different species of mammals including man
(Lallier and Higgins, 1988; Aoki, 1999; Janda and Abbott, 2010; Plumb et al.,
2011). In fishes, many
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infectious diseases display chronic characteristics that include clinical signs
that persist for weeks, during which time the mortality rate increases gradually
and the cumulative mortality can be high (Plumb et al., 2011).

The bacteriosis is dependent on the number of bacteria, whose
concentration is variable according to the species infected and factors such as
virulence, route of inoculation and temperature (Plumb et al., 2011; Carraschi
et al., 2012; Song et al., 2014). Studies of experimental infection are necessary
for each species, allowing the development of protocols for the prophylaxis and
treatment that are more efficient against dangerous pathogen for fish farming.

The objective of the current study was to determine the tolerance limit (LD5o-

96h) of A. hydrophila to A. gigas, and the clinical signs after intradermal
inoculation of the lethal concen-tration, to be applied in challenge tests.

2. Materials and methods
2.1. Fish and acclimatization

The fingerlings of A. gigas (38.8 7.1 g and 29.6 7.9 cm) were purchased
from a commercial fish farm and were acclimated in the Laboratory of
Aquaculture and Fisheries, Embrapa Amapa, Macapa (Brazil) in tanks of 1000
L of water. During the nursery, fish were fed with extruded feed containing
45% crude protein (CP) and, subsequently with extruded ration containing 40%
CP.

2.2. Aeromonas hydrophila and preparation of the culture medium

A. hydrophila (American Type Culture Collection 7966 (ATCC 7966) was
obtained at the National Reference Laboratory for Bacterial Enteroinfections
(LABENT) of the Oswaldo Cruz Institute (FIOCRUZ), Rio de Janeiro (Brazil),
belonging to the Collection of Bacterial Enteropathogens and maintained in
cryopreservation.

The liquid culture medium Brain Heart Infusion (BHI — Fluka Analytical —
Sigma AldrichTM, St. Louis, MO, USA) was prepared according to the
instructions of the manufacturer by dissolving 37 g in 1 L of distilled water.

The sterilization was processed by autoclaving at 121 C for 15 min (Phoenix1
AV 75, SP, Brazil). The GSP cultivation agar medium (GSP Agar — Fluka
Analytical — Sigma AldrichTM, St. Louis, MO, USA) was prepared according
to the manufacturer's instructions by dissolving 45 g in 1 L of distilled water
and sterilized by autoclave at 121 C for 15 min. After removal and cooling
between 45 and 50 C, 100,000 International Units of Penicillin G per liter
(UI/L) were added followed by homogenization and distribution in 90 mm
sterile disposabloe Petri dishes.

2.3. Preparation of A. hydrophila suspensions

Bacterial suspensions were prepared by transferring a heave containing
three to five colonies of A. hydrophila isolated in Petri dishes containing the
GSP agar medium after 24 h of cultivation at 35 C to Falcon tubes containing
10 mL of BHI broth and reincubated for 18 h in a bacteriological incubator

(Olidef1 CZ-ECBL1 Linea, SP, Brazil).

After incubation of the bacterial suspensions with the culture, logarithmic
growth phase was measured by turbidity caused by bacterial growth;
densitometer Densichek '™ (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France) was designed
to measure the optical density of a suspension of microorganisms. The values
were processed in nephelometric units of McFarland and adjusted to the
respective concentrations of the number of tubes from 0.5 to 7 of that scale. To
obtain concentrations exceeding the reading capacity of Densi-chek™,
bacterial inocula were adjusted and subsequently, suspensions from 10 mL
were centrifuged at 1000 g for five

minutes for the formation of pellet with ten times concentration. Once
standardized bacterial concentrations and, respected the interval of up to 15 min
after adjustment, fish were inoculated with the bacterial suspension.

2.4. Lethal dose (LD5sp-96h) of A.hydrophila to A. gigas

Ninety specimens of A. gigas (353 110 g and 39 27 cm) were distributed in
six tanks of 100 L (n = 15 fish/tank), and maintained in fasting during the 96 h

previously to the LDsg trial. Fish were inoculated intraperitoneally with 1.0 mL
of A. hydrophila suspen-sion with the following concentrations of the
bacterium: 0CFU/mL (control using 1.0 mL of NaCl 0.85%), 3.0 10° CFU/mL,
3.0 108 CFU/mL, 3.0 107 CFU/mL, 1.0 10° CFU/mL and 1.0 10*° CFU/mL.

The LDsp-g6h Was estimated using the Spearman-Karber method (Hamilton et
al., 1977).

This study was conducted in accordance with the principles adopted by the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by
the Ethics Committee on Animal use (CEUA/UFAC: 08/2014).

2.5. Intradermal inoculation of A. hydrophila in A. gigas

Fingerlings of A. gigas (320 120 g and 38 28 cm) were acclimated for three
days in aquaria of 100 L of water and kept under constant aeration, for
intradermal inoculation of A. hydro-phila in the region of the caudal peduncle
exactly on the lateral line. The bacterial suspension was adjusted to 1.0 108
CFU/mL and, once standardized as previously described, and observing the
range for up to 15 min after adjustment, fishes were inoculated. Fishes were
divided into two treatments, 0 CFU/mL (inoculated control with 0.5 mL of
NaCl solution 0.85%) and 0.5 mL of the bacterium suspension of 1.0 108
CFU/mL and three repetitions each, were inoculated with the bacterial
suspension intradermal, to investigate for clinical signs of bacteriosis. The
inoculation of fish in the control group preceded those of the group that received
the inoculation of A. hydrophila to avoid possible cross-contamination.
Observations were made of behavioral changes, morbidity and mortality of the
fish after inoculation for a period of 24 h.

2.6. The water quality in the assays with hydrophila

During the assays, the static water system and constant sandblasting was
used. On a daily basis, a portion of the volume of water tanks and aquariums
was changed. The levels of dissolved oxygen (6.0 0.1), temperature (27.6 0.7
C), pH (7.2 0.8), were measured daily, using multi-parametric probe (Hanna,
mod. HI 96715@) and the levels of total ammonia (4.9 2.9 mg/L) and nitrite
(0.03 0.03 mg/L) were measured using digital apparatus Hanna, mod. HI
96715.

3. Results

Mortality was not observed after96 h of inoculation with1.0 10° and 1.0
10° CFU/mL of A.hydrophila. However, first mortalities occurred in 46.6% of

fish inoculated with 1.0 10° and in 73.3% of fish inoculated with 1.0 1010
CFU/mL (Table 1).

Table 1
Mortality of Arapaima gigas during the DL50-96h of Aeromonas hydrophila.

Pathogen concentration (UFC/mL) 24 h 48 h 72h 96 h %

0 . 0 0 0 0 0
1.0 106 0 0 0 0 0
1.0 107 0 1 0 0 6.6
1.0 109 0 3 0 0 20.0
1.0 1010 12 0 0 0 80.0
1.0 10 13 0 0 0 86.0
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In the current rearing conditions, it was determined that for A. gigas the lethal
dose (LDsp-96h) of A. hydrophila was 1.8 108 CFU/mL. After inoculation

with A. hydrophila and the report of fish mortality, hemorrhagic signs were
observed during necropsy, probably caused by septicemia.

After intradermal inoculation with 1.8 108 CFU/mL of A. hydrophila,
there was 91.6% mortality between 8 and 23 h. In addition, fish showed
alterations in behavior, which was not observed in control animals. In the
tegument of A. gigas, macroscopic lesions such as reddish edges were
observed at site of inoculation with A. hydrophila, but these lesions varied in
form, length and size. The depigmentation along the tegument and lesions in
the tail and fins were observed under various sizes and shapes. Large
prominent projections were observed in the inoculation site of A. hydrophila.
These lesions were filled with transparent to slightly turbid liquid, and in
some cases, a slight dripping of blood that invariably caused the detachment
of the skin in areas adjacent to the inoculation site. Fish had anorexia, loss of
balance with erratic movement, reduction of respiratory move-ments,
abnormal coloration along the body with hemorrhagic foci, abrasion of the
dorsal fin, irregular lesions that left the muscles exposed in ventral and anal-
fin rays, necrotic hemorrhages of internal organs such as kidney, liver and its
modified swim bladder and splenomegaly were the signs which preceded the
death of the fish after intradermal inoculation with A. hydrophila, besides
ascites containing mucosal yellowish fluid, deposition of bloody fluid in the
abdominal cavity, hyperemia, increased gall bladder, abdominal cavity with
the swollen wall of its modified swim bladder, small areas of bleeding in the
liver (Fig. 1) and humidity were found along these internal organs. These
changes were observed in those fish inoculated with A. hydrophila, but did
not

occur in control fish inoculated with sterile saline solution (Fig. 1A).

In the transverse cross section of the fish inoculated with A. hydrophila,
it was observed that the muscles had reduced its consistency and an extensive
hemorrhagic area in the region inoculated with the bacterium.

4. Discussion

In recent years, world aquaculture has grown rapidly in terms of
production, but intensive and stressful rearing conditions makes farmed fish
highly susceptible to different infectious diseases, which are now the most
serious problem for the aquaculture industry, causing heavy economic losses.
Consequently, the intensive aquaculture have increased both the occurrence
and severity of infections by Aeromonas spp., emerging as one of the main
causes of high mortality in rearing freshwater fish (Plumb et al., 2011; Silva
et al., 2012; Doan, 2013; Song et al., 2014), due to increased environmental
stress (Plumb et al.,, 2011). Thus, in the fish farm, monitoring of
environmental quality is essential (Marinho et al., 2013; Doan, 2013). In the
assay of inoculation with A. hydrophila in A. gigas, water quality remained
constant and was within the limits considered suitable for Amazonian fish
(Aratjo et al., 2009; Marinho et al., 2013). However, in Carassius auratus
inoculated with A. hydrophila the water temperature affected the structure of
the cellular membrane of this bacterium, resulting in differences in the
mortality of the fish (Rahman et al., 2011), influencing thus the survival rates
of fish.

In diseased fish, the clinical signs of aeromoniosis caused by A.
hydrophila indicate that this primary pathogen, presents great economic
importance to the freshwater fish farming (Silva et al., 2012). Aeromonas
spp. can attack the fin, tegument and abdominal cavity, and may be able to
break the blood vessels, resulting in

Fig. 1. Clinical signs in Arapaima gigas intradermal inoculated with Aeromonas hydrophila. (A) Viscera of control fish inoculated with saline solution. (B) Congestion, hyperemia and lesion (arrow)
in liver of fish inoculated with Aeromonas hydrophila. (C) Integumentary injuries with depigmentation and hemorrhagic foci. (D) Lesion at the site of Aeromonas hydrophila inoculation. (E)
Deposition of bloody fluid in the abdominal cavity, and hyperemia and edema of the swim bladder. (F) Injury on caudal fin with hemorrhagic foci.
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ulcerative lesions with a hemorrhagic appearance throughout the
tegument (Silva et al., 2012; Doan, 2013).

In this study, A. gigas inoculated intraperitoneally with
different concentrations of A. hydrophila only showed signs of
hemorrhage in this cavity. The mortality of A. gigas occurred
within 12 h after the beginning of inoculation. Toxins and
extracellular  enzymes, together with some structural
characteristics of this bacterium, are considered important factors
in the virulence of A. hydrophila (Aoki, 1999; Plumb et al., 2011;
Silva et al., 2012; Stratev and Vashin, 2014), the bacterium that
produces toxins (cholinesterase, aerolysin, @ and b hemolysins,
enterotoxins, proteases, haema-glutinins, adhesins etc) are lethal
to fish when in high quantity (Aoki, 1999; Boijink and Brandao,
2001; Silva et al., 2012).

The lethal concentration of A. hydrophila for A. gigas, was 1.8
108 CFU/mL, similar concentration to that described for

Pangasius bocourti, 2.2 108 CFU/mML (Doan, 2013). In contrast,
it was lower when compared to reported lethal concentration for

Brycon amazonicus, which was 6.6 101 CFU/mL and early
mortality occurred only after 57 h of the beginning of intraperito-
neal cavity inoculation (Oliveira et al., 2011). Studies performed
in Labeo rohita showed that concentrations of 2.2 107, 2.2 108 and

2.2 10% CFU/mL of A. hydrophila caused 100% mortality in 24 h
after intraperitoneal inoculation, but early mortality occurred after
3 h from the beginning of the bacterial inoculation (Bharadwaj et
al., 2013). However, as the mortality caused by A. hydrophila is
also dependent on the concentration of bacteria, virulence factor
(production of extracellular product) temperature, fish size and the
type of bacteria strain used, the onset of clinical signs and
pathogenicity vary between the fish species (Plumb et al., 2011;
Carraschi et al., 2012; Silva et al., 2012; Doan, 2013; Song et al.,
2014). Therefore, our results show that A. gigas exhibits high
tolerance to A. hydrophila when compared to other Neotropical
freshwater fish.

In A. gigas, loss of balance, erratic movement and reduction
of slower respiratory movements were the signs preceding the
death of the fish after intradermal inoculation of A. hydrophila.
Such manifestations were also described for Rhamdia quelen
intramus-cularly inoculated with A. hydrophila (Boijink and
Brand&o, 2001), as well as for Oreochromis niloticus inoculated
intraperitoneally (Eissa et al., 2009) and B. amazonicus (Oliveira
et al., 2011), due to the presence of acetylcholinesterase, which
exhibits narcotic effect by acting on the central nervous system of
fish (Boijink and Brandao, 2001). However, due to the time period
between the inoculation of A. gigas and its death, crateriform boils
were not observed in these animals inoculated, maybe because of
the small course of the pathological process. Many chronic
infectious diseases in fish have characteristics which include
maximum clinical signs that persist for weeks, during which the
mortality rate increases gradually and cumulative mortality can be
high (Aoki, 1999; Plumb et al., 2011; Song et al., 2014). In the
post-mortem inspection of fish in this study, when intradermal
inoculated with A. hydrophila, there have been various clinical
signs consistent with this bacteriosis, which have also been
described for various fish species inoculated with varying
concentrations of this same bacterium (Boijink and Brandéo,
2001; Eissa et al., 2009; Carraschi et al., 2012; Silva et al., 2012;
Oliveira et al., 2011; Doan, 2013; Stratev and Vashin, 2014).
Therefore, all findings in this study provide important information
not only on the pathogenesis of A. hydrophila, but also for the
development of treatment strategies for the control of this
bacteriosis.

In summary, although the infected fish with lower concen-
trations of A. hydrophila showed no clinical signs and mortality,

management and parasitic infections are relevant factors that may
cause outbreaks of bacterial diseases. Therefore, additional
studies should be conducted in the search for improvements in
immunological resistance of A. gigas against the pathogenicity of
A. hydrophila.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywc_)rds: ) The current study tested the efficacy of a dietary immunostimulant additive (Aquate FishTM®) on the growth performance, and

Arapaima gigas on the physiological and immune responses of Arapaima gigas. Two trials were carried out: a feeding trial for 30 days with the

?actsrla ish experimental diets and a challenge trial for 7 days, in which fish were bacterial challenge (Aeromonas hydrophila) following by
reshwater fis

) 60 s handling stress. During the feeding trial, fingerlings were fed diets supplemented with 0 (control), 6, 9 and 12 g Aquate
Immunostimulant

Saccharomyces cerevisiae FishTM®/kg diet. Dietary supplementation did not influence feed intake, feed conversion and condition factor, but increased the

final biomass, number of ery-throcytes, thrombocytes, leukocytes, lymphocytes, monocytes, hemoglobin, glucose, globulins
and plasma tri-glycerides in fish fed at a concentration of 12 g/kg diet. After bacterial infection, mortality occurred only in fish
fed control treatment, whereas respiratory burst of leukocytes, number of leukocytes and lymphocytes increased in fish that

received 12 g of dietary supplementation. The results indicated that dietary supplementation with 12 g of Aquate Fish™®

improved biomass and immunity performance of A. gigas fingerlings, without negatively affecting blood biochemical
parameters.

Similar to other industries, aquaculture constantly requires new techniques
to increase production and productivity, while maintaining fish health [3,6,7].
However, with the development of global aqua-culture, several problems have
arisen, including the deterioration of water quality, parasitic and bacterial
diseases [1,3,4,7]. Diets supple-mented with immunostimulants based on
Saccharomyces cerevisiae, which contain beta-glucan polysaccharide,
mannanoligosaccharides and chitin have been recommended for improvement
in fish production [7-10]. Diets supplemented with immunostimulants may
improve fish performance by establishing the intestinal microbiota and better
pre-paring fish immune system. As a consequence, fish are more resistant to

1. Introduction

The Amazon region has an important contribution to the cultivation of
native and non-native fish species. Arapaima gigas Schinz, 1822 (pirarucu), a
piscivorous air-breather fish, is among the main native species cultivated due
to its high valued zootechnical characteristics such as fast growth, tolerance to
the high density of storage and rus-ticity to the handling, high meat yield,
besides having an excellent acceptance in the national and international market
[1-4]. However, its production is still limited by the low availability, high cost
of finger-lings [4] and economic losses, due to the large mortalities in the initial

phase of production. The handling of A. gigas during routine practices in
aquaculture production can cause stress to the fingerlings, reducing the
resistance to diseases outbreaks, leading to mass mortalities [1,3], caused
mainly by aeromoniosis [1,5].

stress, including parasitic and infectious diseases [6—10]. Aquate Fish™® s a
commercial feed additive that may play a role in the fish defense systems.
Pittman et al. [11] demonstrated that salmon fed diets sup-plemented with

Aquate Fish ™® showed a significant increase in mucous
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cell density and cell sizes when compared with fish fed non-supple-mented
diets, and such effects disappeared after discontinuation of the treatment.
Oreochromis niloticus fed diets supplemented with Aquate Fish ™® had lower
ectoparasites levels, higher survival rate and im-proved in intestinal integrity
[12,13]. Therefore, it is necessary to in-vestigate the ideal concentrations of this
commercial immunostimulant for the addition in the diet of this Amazonian
fish, aiming the im-provement of its immunity. This study investigated the
effects of the Aquate Fish“"®| a commercial immunostimulant, in the growth
perfor-mance, physiology and immunity of A. gigas, evaluating the resistance
against Aeromonas hydrophila.

2. Materials and methods

This study was carried out in accordance with the principles adopted by the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and approved by the
Committee on Ethics in the Use of Animals (CEUA/ UFAC: 08/2014).

2.1. Experimental diets

Aquate Fish™® (Alltech, USA) is a feed additive containing
Saccharomyces cerevisiae extracts, zinc proteinate, seaweed meal, sele-nium
and ascorbic acid. The experimental diets were prepared using commercial feed
for carnivorous fish with a minimum of 45% crude protein (Presence, USA)

and supplemented with four concentrations (0, 6, 9 and 12 g Aquate Fish T'V'®/kg
diet) defined from the manufacturer's recommendations. The chemical
composition of the diets was per-formed in triplicate, according to the
guidelines of the Association of Analysts of Analytical Chemistry [14] (Table
1).

2.2. Fish and experimental design

Arapaima gigas (12.0 + 8.0 cm) fingerlings were purchased from a
commercial fish farm in Rio Branco (AC, Brazil) and transported to the
Aquaculture and Fisheries Laboratory of Embrapa Amapé (AP, Brazil). During
the acclimation period, fish were kept in 1000 L tanks with aeration and
continuous flow of water and fed four times a day ad li-bitum with commercial
feed for carnivores containing 55% crude pro-tein (Presence®, Séo Paulo,
Brazil).

During the feeding trial, 96 fingerlings (59.3+21.3 g and
20.7 £ 2.1 cm) were distributed into 12 tanks of 100 L (n = 3 tanks/ treatment;
8 fish/tank) and fed the experimental diets four times a day (8 a.m., 11 a.m., 2
p.m. and 5 p.m.). Fish were fed at 6% of biomass for 30 days. Water renewal
and aeration within each tank were kept con-tinuously, and dissolved oxygen
(6.6 £0.3 mg L_l), temperature (29.3 £ 0.1 °C) and pH (5.3 £ 0.3) were daily
measured using a multiparameter probe (Horiba U52 model, Kyoto, Japan).

Table 1

Basal composition of commercial ration and proximate composition of the experimental diets.
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2.3. Parameters of fish growth

For the evaluation of growth performance, the following parameters were
used:

a) Initial biomass (kg/m3) = initial average weight x total number of fish;

b) Final biomass (kg/ms) = final mean weight x total number of fish;

c) Daily feed intake (%BW/day) = average feed intake (kg)/average biomass
gain (kg/m3);

d) Daily feed consumption = feed quantity (g)/days;

e) Daily weight gain = Weight gain (g)/time (days);

f) Weight gain = (final weight - initial weight);

g) Specific growth rate (SGR) = (In final weight - In initial weight) x
100/(days);

h) Food efficiency (FE) = 100 x [weight gain (g)/amount of ingested feed
1

i) Relative condition factor, according to method recommended by Le Cren
[15];

j) Hepatosomatic index (HSI, %): liver weight (g)/body weight (g) x 100;

k) Viscerosomatic index (VSI, %): viscera weight (g)/body weight (g) x 100.

2.4. Blood parameters and respiratory activity of leukocytes

After the feeding trial, blood from four fish from each replicate tank (8 per
treatment) were sampled by puncture of the caudal vessel in syringes

containing sodium heparin (5000 Ul mL_l). Blood was divided into two
aliquots. An aliquot of blood was used to determine the he-matocrit by the
microhematocrit method, total erythrocytes count in the Neubauer chamber,
and the hemoglobin concentration by the cy-anometahemoglobin method. With
these data, the hematometric in-dexes of Wintrobe were calculated: mean
corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC). Blood ex-tensions were made and panchromically stained with a
combination of May Grinwald-Giemsa-Wright, for differential leukocyte
count in up to 200 cells of interest, at each extension. These blood extensions
were also used to determine the number of leukocytes and total thrombo-cytes
[16]. The nomenclature of leukocyte populations followed the
recommendations of Tavares-Dias et al. [17]. The respiratory burst activity was
determined according to method of Biller-Takahashi et al. [18]. Briefly, 100 pL
of heparinized blood was added to 100 yL of 0.2% nitroblue tetrazolium
solution (Sigma, St. Louis, MO, USA) and the final solution was homogenized
and incubated for 30 min at 25 °C. After in-cubation and a second
homogenization, 50 yL from the solution were added to 1 ml of N, N-dimethyl
formamide (Sigma, St. Louis, MO, USA). This solution was then homogenized
and centrifuged at 3000 g during 5 min. The optical density of supernatant was
determined on spectro-photometer (Biospectro SP-220, Curitiba, Brazil) at 540
nm.

The second aliquot of blood was centrifuged at 75G for 5 min (Mod.

Parameters Manufacturer's data Concentration of diets

0 g/kg 6 g/kg 9 g/kg 12 g/kg
Crude protein (%) 45 48.4£0.6% 47.4+01°2 476 £0.6% 47.7+0.8%
Dry matter (%) 87 93,5 +0.07% 91.6+05" 91.2 +0.09° 91.0+0.1°
Ethereal extract (%) 9 2.8+05° 56 =1.7° 4.3 £0.05° 41 201°
Ashes (%) 16 10.6 +0.1° 10.7 +0.28 10.6 + 0.04? 10.5+0.1%
Phosphorous (%) 1 1.3+0.12 1.240.04% 15+0.3% 1.6 +0.07%
Calcium (%) 2-3 0.2+0.5° 0.2+ 0.02% 0.2 +0.02° 0.1 =0°
Vitamin C (mg/kg) 1500 - - - -
Vitamin E (mg/kg) 400 - - - _

Mean values + standard deviation. Values followed by different letters, on the same line, indicate diff erence between treatments by the Tukey test (p < 0.05).
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5424, Hamburg, Germany) to obtain plasma and determine the con-centration
of glucose, total protein, albumin, total cholesterol and tri-glycerides using
commercial reagent kits (Biotécnica, MG, Brazil), with absorbance readings
performed in a spectrophotometer (Biospectro SP-220, Curitiba, Brazil).
Globulins content was determined subtracting albumin from total protein
levels.

2.5. Challenge with inoculation of Aeromonas hydrophila and stress

After 30 days of feeding trial, other four fish from each replicate (8
fish/treatment) were challenged with Aeromonas hydrophilla (ATCC:7966).

The fish were inoculated intraperitoneally with 1.8 x 108 UFC mL™2, the lethal

concentration (LCso—g6h) for A. gigas [1]. Mortality and clinical signs of
bacteriosis were observed for 7 days, after which the surviving fish were
subjected to handling stress. The fish were captured individually and subjected
to stress by allowing them to struggle out of the water for 60 s [19,20]. After 6
h of handling stress and challenge with A. hydrophilla, blood was sampled from
each fish as previously mentioned and divided into two aliquots for de-
termination of hematocrit, hemoglobin concentration, number of total
erythrocytes, thrombocytes, leukocytes and leukocyte respiratory ac-tivity,
levels of glucose, total protein, albumin, cholesterol, triglycerides and
globulins, as described in item 2.4.

2.6. Statistical analyses

All data were evaluated on the assumptions of normality and
homoscedasticity using Shapiro-Wilk and Bartlett, respectively. Data that
showed a normal distribution were analyzed using variance ana-lysis (ANOVA
- One Way) followed by the Tukey test, to compare the means. Data that not
showed a normal distribution were analyzed using Kruskal-Wallis test, and
Dunn test were used to assess diff erences among medians [21].

3. Results

After the feeding trial, most of the growth performance parameters (body
length, feed intake, feed conversion, daily weight gain, condition factor and
VSI) did not vary with the dietary treatments (p > 0.05). There was, however,
an increase in the final biomass in fish fed the diet with 12 g of the additive, and
a decrease in daily weight gain, weight gain, SGR and HSI in the fish fed 6 g
of the additive (Table 2).

Hematocrit, MCHC, respiratory burst, total protein, albumin and number
of eosinophils did not vary with the dietary treatment, whereas the number of
erythrocytes, leukocytes, lymphocytes, monocytes, thrombocytes, hemoglobin,
glucose, plasma globulins and triglycerides

Table 2
Growth performance parameters of Arapaima gigas fed the experimental diets for 30 days.
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were significantly increased (p < 0.05) with the addition of 12 g Aquate
FishTM®/kg diet. Plasma cholesterol showed a significantly in-crease in fish fed
6 g and 12 g Aquate Fish TM®/kg diet when compared to fish fed the control diet
and 9 g Aquate Fish TM®/kg diet. Conversely, MCV decreased (p < 0.05) in fish
fed 12 g Aquate FishT""®/kg diet when compared with the fish fed 9 g Aquate
Fish™/kg diet. The number of neutrophils decreased (p < 0.05) in fish fed 9 g
Agquate Fish TM®/kg diet when compared to the other treatments (Table 3).
After pathogen challenge and handling stress, detection of fish mortality
occurred only in fish fed non-supplemented diets (control). Post infection
values of Kn, VSI, HSI, glucose, albumin, hematocrit, MCHC, number of
monocytes, neutrophils and eosinophils did not vary among the dietary
treatments (p > 0.05). Nevetheless, protein and globulin levels were
significantly higher and MCV was lower (p < 0.05) in fish fed with 6 g Aquate
Fish™/kg diet than fish fed control diet. Plasma cholesterol was higher in fish
supplemented with 6 g Aquate FishTM®/kg than in fish fed with 9 g and 12 g
Aquate Fish™®/ kg diet (p < 0.05). Plasma triglyceride levels were higher in

fish fed 9 g Aquate Fish TM®/kg diet than in fish fed the control diet. Respiratory
burst increased (p < 0.05) in fish fed diet supplemented with 12 g Aquate
Fish™® when compared with the other treatments, whereas the number of
thrombocytes increased compared to control fish (p < 0.05). The number of
total leukocytes and lymphocytes increased in fish fed with 6 g Aquate Fish ™®
(p < 0.05) when compared with fish fed control diet (Table 4).

4. Discussion

Currently, new feeding practices play an important role in global
aquaculture. The addition of feed additives to improve dietary quality is
currently a common practice by many feed manufacturers to achieve better fish
performance [7]. In the current study, the dietary supple-mentation Aquate
Fish™® for a duration of 30 days did not influence the survival, body length,
feed intake, feed conversion, condition factor in A. gigas, fish, but increased
biomass in fish supplemented with 12 g of this immunostimulant. Some
zootechnical results varied with the level of Aquate Fish ™® supplementation.
Some parameters showed im-provement and other inhibition of performance

with the dietary in-clusion of Aquate Fish ™® padua et al. [13] demonstrated

that O. nilo-ticus fed diets supplemented with Aqute Fish™® had a higher
survival rate, but occurred no effect on specific growth rate and weight gain.

MycosorbA+®, a commercial immunostimulant containing mannano-
ligosaccharides derived from yeasts and algae did not have an effect on growth
performance in A. gigas [2]. Conversely, Epinephelus coioides fed diet
supplemented with S. cerevisiae showed improved weight gain and feed
efficiency [22]. Supplementation with 0.1% of S. cerevisiae in the

Parameters Concentration of diets

0g/kg (N = 24)

6 g/kg (N = 24)

9g/kg (N = 24) 12 g/kg (N = 24)

Initial length (cm) 20.6 +1.8% 206 +1.7° 20.6 *1.6° 211 £1.78
Final length (g) 332 212 316 £1.7° 316 £2.1° 339 +2.0%P
Initial biomass (kg/m®) 2.7 £57% 26 +5.6° 29  +6.0% 29 +58%
Final biomass (kg/m®) 9.4 £81° 77 +6.9° 98 82 106 =8.8°
Daily weight gain (g) 55 £0.1° 39 +08 46  +07° 53 £04°
Weight gain (g) 148.8 £59.32 116.7 + 41.4° 137.7 + 45.6% 160.0 + 48.2%
Daily feed intake (g) 38.3 +0.6° 36.8 +05° 349 +28° 381 +05°
AFC 1.1+012 1.3+03? 1.1+02° 1.0 +0.06°
SGR 42+15° 35+09° 40+11° 54 0.2
Feed efficiency (%) 94.4 +10.7% 88.8 +19.6% 88.0 +14.1% 98.2 +5.6°
Condition fator 1.00 +0.02% 1.00 +0.01% 1.00 +0.02% 1.00 +0.02%
HSI (%) 20+02° 1.7+0.42 22+45° 2.0 £0.2°
VS| (%) 9.2+1.3% 9.1+13% 9.3+03% 8.8 +1.1%

Mean values + standard deviation. HSI: Hepatosomatic index, VSI: Viscerosomatic index, AFC: Apparent feed conversion, SGR: Specific growth rate. Values fol-lowed by different

letters, on the same line, indicate difference between treatments by the Tukey test (p < 0.05).
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Table 3
Plasma biochemical parameters and blood immune parameters of Arapaima gigas, after 3
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0 days feeding the experimental diets.

57

Parameters Concentration of diets

0g/kg (N=12)

6 g/kg (N =12) 9g/kg (N=12) 12 g/kg (N = 12)

Glucose (mg dL™2) Total 242 +12.6°
protein (g dL™Y) Total 30 x0.7° .
cholesterol (mg dL_l) 922 * 33'3a
Triglycerides (mg dL_l) - 853 * 22'6
0.9 +0.6
Globulin (g dL™Y) 21 £0.6%°
Hematocrit (%) — 286 + 2-2: b
_ 102 +1.1%
1.40 +0.40%°
McV (L™ 2211 + 60.2P
MCHC (g dL™%) Respiratory 357 +4.5°
burst Thrombocytes (x 10° 0.23 +0.06%
uL™Y) Leukocytes (x 10% 19.2 +5.62
uL™Y) Lymphocytes (x 10° 152.4 + 42.42
uL™) Monocytes (x 10° 747 +24.7%
uL™%) Neutrophils (x 103 45 £322
uL™Y) Eosinophils (x 10% 709 +18.7°
i) 23 25

35.0 +11.2° 20,0 +12.3° 449 £14.82
2.8 +0.3° 3.0+05% 314072
146.8 + 47.1° 113.1 £ 44.7% 172.3 +30.2°
92.1 +41.8° 123.6 + 45.0% 177.4 +102.1°
1.0 +0.46% 1.2+0.78 0.6+03?%

1.8 +0.6% 1.8+0.6° 25+0.7
289 + 142 27.7 +1.9° 204 +2.4°
9.9 +0.9%P 9,2+1.2° 10,9 +1,1°
1.30 +0.30%" 1.20 +0.40° 1.70 +0,30°
225.8 + 52.3*P 2491+ 61,72 179.3 +37.5°
342 £2.7° 331 272 37.1 +3.6°
0.22 +0.07% 0.19 +0.03% 0.24 +0.07%
275 +6.7% 24.4 +7.8° 403 +9.6°
160.3 + 36.0% 145.3 + 45.8% 212.9 +41.8°
78.2 +20.9° 82.7 £29.1% 122.3 +30.9°
43 £328 49+29° 10.0 +4.8°
748 +16.6° 55.3 +16.6% 76.6 +15.5°
30 1.7 24202 40+412

Mean values + standard deviation. MCV: Mean corpuscular volume, MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration. Values followed by diff erent letters, on the same line,

indicate difference between treatments by the Dunn test (p < 0.05).

diet of O. niloticus [23] and 2% in the diet of Huso huso [24], as well as 2% of
B-glucan combined with mannanoligosaccharides in the diet of Piaractus
mesopotamicus [9] improved fish growth performances. The previous studies
indicated that S. cerevisiae-based products were effi-cient in promoting fish
growth and potentially viable for aquaculture use from the production
viewpoint.

Physiological indicators of health [6,16] and immune status [2,6,10] are
often used to evaluate the efficacy of dietary supple-mentation of feed additives.
In the current study, VVSI and HSI of A. gigas fed with different Aquate Fish™®
levels were not altered, although plasma triglycerides, cholesterol and glucose
increased in fish fed 12 g Aquate Fish™®. These results indicated that there
was no change in the use of lipid and glycogen reserves, since fish did not
undergo any food

Table 4
Mortality, body, blood and immune parameters of Arapaima gigas fed for 30 days with th

deprivation during the test. In contrast, no alteration in plasma levels of
cholesterol, triglycerides and glucose of H. huso supplemented with 1-2% of
S. cerevisiae in the diet were reported [24]. In the current study, dietary

supplementation of Aquate Fish™® showed mixed effects on plasma
biochemical and blood immune parameters. On one hand had no effect on
hematocrit, MCHC, MCYV, respiratory burst of leuko-cytes, total protein,

albumin and number
supplemented with a

of eosinophils.
combination

Similarly,

of 1-8% of p-glucan

P. mesopotamicus
and

mannanoligosaccharides for 30 days, did not change the number of
erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, MCHC, VCM, and total plasma protein
levels [9]. In H. huso supplemented with 1-2% of S. cerevisiae in the diet, for
42 days, no changes in plasma levels of total proteins, glucose, erythrocytes,

hematocrit, hemoglobin, MCHC, MCV and

e experimental diets following a bacterial challenge and handling stress.

Concentration of diets

6 g/kg (N = 12)

9 g/kg (N = 12) 12 g/kg (N = 12)

Parameters 0g/kg (N=11)
Mortality (%) 8.3
Kn 1.00 +0.01°
HSI (%) 20042
VSI (%) 95+142
Glucose (mg dL™%) Total 46.3 +27.8%
protein (g dL™Y) Total 28402 b
cholesterol (mg dL™%) 148.7+ 27-8a'
Triglycerides (mg dL_l) - 364 £ 1?'8
1.1+0.3
Globulin (g dL™%) 1.7 £0.4°
Hematocrit (%) — 286 + 3-42
_ 102 +14
220 +0.40°
Mev (L™ 1347+ 168"
MCHC (g dL ") Respiratory 35.8 +35°
burst Thrombocytes (x 10° 0.16 +0.05"
uL™Y) Leukocytes (x 10° 40.7 +9.4°
uL™) Lymphocytes (x 10° 258.5 + 44.9
uL™) Monocytes (x 103 167.2 + 28.9
uL™Y) Neutrophils (x 10° 10.8 *6.4%
uL™Y) Eosinophils (x 10° 77.3 £19.7%
uL™h 32+21°

0 0 0

1.00 +0.01% 1.00 +0.01% 1.00 +0.01%
1.7+0.4° 1.7 +0.5% 1.5 £0.3°
9.0+1.2° 9.1 +1.12 82 +1.0%
443 +17.2% 437 +7.1° 64.9 +18.6%
3.6+0.4° 32 +0.3* 3.0 +0.6°
193.1 + 30.92 137.7 +64.2° 98.0 +39.6°
65.4 +42.3%0 86.4 +31.7° 555 +21.4%P
1.1+0.4° 1.1 +04% 0.9 042
27+05° 2.1 +0.6*° 2.0 0.6
275 +2.8° 287 +2.22 29.0 +2.0°
11.0 +2.22P 103 +2.8° 132 +3.1°
2.30 +0.01% 2.60 +0.22P 2.50 +0.42P
101.6 + 28.52 113.2 +13.8%P 120.7 + 25.3%0
39.8 +6.1% 359 +10.2% 445 +11.2%
0.20 +0.04° 0.18 +0.03" 0.29 +0.09%
55.1 +19.4%C 59.4 +10.8P 732 +15.9°
355.0 + 125.6° 310.0 + 26.8%0 329.7 + 55.9%P
236.1+83.9° 202.4 + 22.8%P 218.8 + 54.42P
135 +8.47 16.7 +20.12 18.0 +6.12
99.6 +47.1° 84.9 +20.1% 88.1 +36.8%
5.8 +8.0% 6.0 +4.1° 48 £4.32

Mean expression values * standard deviation. Mean values + standard deviation. MCV: Mean corpuscular volume, MCHC: mean corpuscular hemoglobin con-
centration. Values followed by diff erent letters, on the same line, indicate difference between treatments by the Dunn test (p < 0.05). HSI: Hepatosomatic index, VSI:

Viscerosomatic index, Kn: Relative factor of condition.
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number of leukocytes were reported [24].

On the other hand, Aquate Fish ™® increased the number of several blood
cells, such as the total erythrocytes, leukocytes, lymphocytes, monocytes,
thrombocytes, indicating an improvement of the immune defense response in
the A. gigas. Amin et al. [8] observed an increase in the activity of phagocytosis
and lysozyme, number of leukocytes and percentage of monocytes and
neutrophils in O. niloticus supplemented for 42 days with 0.3% glucan,
indicating an improvement in the innate immunity.

Although handling is a routine practice in fish farming of any kind, it can
cause stress during A. gigas production, resulting in alterations in fish resistance

to diseases [1,3]. In the current study, the use of 12 g Aquate Fish™® caused
a reduction of fish mortality after pathogen challenge and improved cellular
immune response and respiratory burst of leukocytes in A. gigas after
experimental infection with A. hydrophila and management stress. Similarly,
in P. mesopotamicus has been de-monstrated that supplementation with 0.1 or
1.0% B-glucan, re-spiratory burst of leukocytes, complement hemolytic
activity, lysozyme activity and number of leukocytes increased after challenge
with A. hydrophila, reducing fish mortality [25]. The addition of 0.2 and 0.4%
of Glucan-MOS® was also sufficient to positively influence these im-mune
parameters in P. mesopotamicus after challenge of stress and in-fection with A.
hydrophila [10]. In E. coioides supplemented with dif-ferent concentrations of
S. cerevisiae and challenged with inoculation of Streptococcus sp. and
iridovirus, phagocytic activity, respiratory burst of leukocytes, number of
leukocytes in the kidney, lysozyme activity and alternative complement activity
increased in fish fed with 10° and 107 UFC kg2 of diet, reducing fish mortality
[22]. Therefore, these im-munostimulatory supplements improved the innate
immunity of the fish, increasing their survival after challenge of immune
resistance.

5. Conclusions

The results of this study indicate that supplementation with 12 g of Aquate
FishTM/®kg of diet improved the biomass and immunity perfor-mance of A.
gigas fingerlings, without negatively impacting the hema-tological parameters
investigated. Finally, the 30-day supplementation period was sufficient to
stimulate growth performance and to minimize handling stress and A.
hydrophila infection, modulating innate im-munity responses.
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Abstract

This study evaluated the effects of commercial immunostimulant Levabon® Aquagrow E on
growth performance, hematology and immunity of Arapaima gigas subjected to handling stress.
Fish were fed for 30 days on diets supplemented with 0, 4, 6 and 8 g kg* of immunostimulant.
Diet with 6 and 8 g kg* improved in final biomass, final length, body weight gain, daily weight
gain, daily feed intake and specific growth. In addition, diets with 6 and 8 g kg™ decreased the
cholesterol levels and increased the mean corpuscular hemoglobin concentration. In fish
supplemented with 6 g kg™ occurred a decrease in triglycerides and glucose levels. In fish fed
with 4 and 6 g kg immunostimulant, a decrease in monocytes number and an increase in
leukocytes respiratory burst of fish supplemented with 8 g kg™ were observed. After handling
stress, fish fed with 4 and 8 g kg™ had an increase in glucose levels and an decrease in globulin
levels, while fish fed with 4 and 6 g kg™ had an decrease in cholesterol and globulin levels, and
an increase in mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC). Protein levels decreased
in fish fed diet with com 4 g kg, while lymphocytes number and burst respiratory of
leukocytes decreased in fish fed diet with com 8 g kg™ . For A. gigas, since 6-8 g kg* of this
immunostimulant has not negative impacts on the hematological and biochemical parameters,
this concentration may be used as a growth promoter in the fish farming.

Keywords: aquaculture; blood; immunity; fish; pirarucu; Saccharomyces cerevisiae.
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Introduction

The growth of intensive aquaculture requires high stocking densities and the
intensification of the handling routine. Such practices often cause unavoidable handling stress
to fish and consequently the emergence of opportunistic pathogens, factors that can negatively
affect fish health and performance (Biller-Takahashi et al. 2014; Batista et al. 2016; Hisano et
al. 2018). Previous studies have demonstrated in fish a significant improvement of growth
performance and disease resistance by using feed additives such as immunostimulants and
probiotics (Bricknell and Dalmo 2005; Amin et al. 2015; Ramos et al. 2015).

The immunostimulants offer an alternative to probiotics, which have the use limited in
many countries due to concern with farmed animals because they may show a greater risk of
contracting gastrointestinal diseases. Many countries have a strict legislation on the use of
probiotics as food and feed additives (De Baets et al. 2009). Thus, food additives based on
Saccharomyces cerevisiae or its co-products have been tested for improvement of growth
performance and immunity in Labeo rohita (Tewary and Patra, 2011), Huso huso (Hoseinifar
et al. 2011), Oreochromis niloticus (Amin et al. 2015; Mannopo et al. 2015), Piaractus
mesopotamicus (Biller-Takahashi et al. 2014; Hisano et al. 2018), Rutilus frisii (Rufchaie and
Hoseinifar 2014), Solea senegalensis (Batista et al. 2016), Oncorhynchus mykiss (Huyben et al.
2017), Brycon amazonicus (Montoya et al. 2018) and Arapaima gigas (Dias et al. 2019). Many
of these studies showed not only the importance of the effects of the immunostimulants in fish
farming but also an increase in performance and benefits in feed conversion (Tewary and Patra
2011; Batista et al. 2016).

The walls of S. cerevisiae contain glycoproteins, glucan (p-1,3-d-glucan and p-1,6-d-
glucan branching), and small quantity of chitin, giving a favorable energetic and protein support
compared to other food supplements (Amin et al. 2015). Thus, there is a growing interest of
large companies and fish farmers to use S. cerevisiae and its derivatives to mitigate the negative
impact of intensive farming in the fish health (Greenwood and José 2005). Levabon® Aquagrow
E (Biomin, Austria) is an immunostimulant formulated from the standardized autolytic
degradation and spray drying of S. cerevisiae cells. This feed additive is rich in bioactive
components and other essential nutrients (essential amino acids, peptides, carbohydrates of the
cell wall, nucleotides and vitamin B complex). Recently, Batista et al. (2016) showed that S.
senegalensis fed with diets containing Levabon® Aquagrow E had better dietary protein
utilization, feed conversion, and longer intestinal villus, with no improvement in immunity.

Arapaima gigas, known as pirarucu is the world's largest scaled freshwater fish. It is

commonly found in Brazil, Peru, Colombia, and Guiana, where they inhabit large lakes and
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slow-running rivers. The fast decline in natural populations due to overfishing and habitat
change have prompted private and governmental organizations to finance research on A. gigas
for restocking and aquaculture purposes (Saint-Paul 1986; Queiroz and Sardinha 1999; Viana
et al. 2004; Castello et al. 2005, Crossa and Chaves 2005). It is an excellent candidate species
for aquaculture due to its high market price, very high growth rates, reproduction in captivity,
and tolerance to poor water quality (Cavero et al. 2003a).

Arapaima gigas is an excellent candidate species for aquaculture due to its very fast
growth rates, high market price, reproduction in captivity, tolerance to poor water quality, high
flesh quality and fillet yield (< 45%), that surpasses other species (Cavero et al. 2003; Oliveira
et al. 2012). Disease outbreaks are, however, a primary restriction in the increase of A. gigas
aquaculture production (Lima et al. 2017). Considering such, the current study aimed to
evaluate the effects of dietary supplementation of Levabon Aquagrow® E on the growth

performance and physiological and innate immunity parameters in A. gigas.

Materials and methods
Fish and experimental design

One hundred and forty four A. gigas fingerlings were acquired in commercial farming of
Rio Branco, Acre State (Brazil) and transported to the Laboratory of Aquaculture and Fisheries
of Embrapa Amap4, state of Amapa (Brazil). Fish were acclimated in 1000 L tanks with aeration
and continuous water flow and fed ad libitum four times a day with a diet containing 55% crude
protein (Presence®, Sao Paulo, Brazil). The levels of dissolved oxygen (6.6 = 0.3), temperature
(29.3 £ 0.1) and pH (5.3 £ 0.3) were daily monitored using a multiparameter probe (Horiba
Mod. U52, Kyoto, Japan).

After acclimatization period, fish (9.8 + 1.4 g and 11.7 £ 0.5 cm) were distributed in 12
tanks of 100L each (n=3 tanks/treatment, 12 fish/tank). During 30 days, fish were fed the
experimental diets, four times a day (8:00, 11:00, 14:00 and 17:00), at 10% of the biomass.
Preparation of experimental diets
The four experimental diets were formulated to be isoproteic (55% crude protein) and isolipidic
(9%) supplemented with a immunostimulant (Levabon® Aquagrow E, Biomin, Austria) at 0
(control), 4, 6 or 8 g per kg diet, levels defined by the manufacturer's recommendations. The
analyses of the chemical composition of the diets.
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Table 1. Composition of diets with Levabon® Aquagrow E used in the supplementation of

Arapaima gigas.

Parameters Basal diet Experimental diets
Crude Protein (%) 50.6 £ 0.92 522+ 2.6
Dry matter (%) 91.0 £0.032 91.0+£0.2
Ethereal extract (%) 3.8+0.2% 3.7x0.2
Ashes (%) 14.5 +0.1° 14.1+0.1
Phosphorus (%) 1.4 +0.042 1.3+£0.07

Growth parameters of the supplemented fish

After the feeding trial, several zootechnical parameters were evaluated: Weight gain,
daily weight gain, final biomass (kg/m®), feed conversion ratio (FCR), daily feed intake
(%BW/day), specific growth rate (SGR) (Yamamoto et al. 2002) and relative condition factor
(Le Cren 1951). The hepatosomatic index (%): liver weight (g)/body weight (g) x 100 and
viscerosomatic index (%): viscera weight (g)/body weight (g) x 100 were also calculated.
Blood parameters and respiratory activity of leukocytes on supplemented fish

Blood was collected from 18 fish per treatment by caudal venous puncture, with a
heparinized syringe. The blood was divided into two aliquots: first aliquot was used to
determine hematocrits through microhematocrit method, total erythrocyte count in a Neubauer
chamber, and hemoglobin concentration by the cyanmethemoglobin method. With these data,
the hematimetric indexes of Wintrobe: mean corpuscular volume (MCV) and mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC) were determined. Blood smears were made and stained
panchromatically with the May Griinwald-Giemsa-Wright combination, for differential
counting of leukocytes in up to 200 cells of interest, at each blood smear. The identification and
classification of leukocytes populations followed the recommendations of Tavares-Dias et al.
(2007). These blood smears were also used to determine the total number of leucocytes and
thrombocytes (Ranzani-Paiva et al., 2013). The leukocytes respiratory burst was determined
according to the methods previously described (Sahoo et al. 2005; Biller-Takahashi et al. 2013).
The absorbance readings were carried out in a spectrophotometer (Biospectro SP-220, Curitiba,
Brazil).

The second blood aliquot was centrifuged at 75 G for 5 min (Centrifuge Mod. 5424,

Hamburg, Germany) and the plasma was used to determine the glucose, albumin, total
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cholesterol and triglycerides levels performed in a spectrophotometer (Biospectro SP-220,
Curitiba, Brazil) with colorimetric kits (Biotécnica, MG, Brazil).
Handling stress challenge in supplemented fish

After the feeding trial, fish (n=18 /treatment) were subjected to a handling stress for 60
seconds, according to Barton and Zitzow (1995) and Davis and Schreck (1997). After a period
of six hours of handling stress, blood was sampled for blood biochemical analyses as previously
mentioned for the determination of hematocrit, hemoglobin concentration, number of
erythrocytes, thrombocytes, leukocytes, respiratory activity of leukocytes, total glucose, total
proteins, albumin, total cholesterol, triglycerides, and globulins.
Statistical analyses
All data were evaluated on the assumptions of normality and homoscedasticity using Shapiro-
Wilk and Bartlett, respectively. The data that showed a normal distribution were analyzed by
variance (ANOVA - One Way), followed by the Tukey test, to compare the means, while the
data that showed not a normal distribution were analyzed by Kruskal-Wallis, followed by the

Dunn test to compare the medians (Zar 2010).

Results

At the end of the trial, the fish supplemented with 6 and 8 g kg™* of Levabon® Aquagrow
E showed an increase (p<0.05) in final biomass, final length, body weight gain, daily weight
gain, daily feed intake and specific growth. The remaining growth parameters did not show

significant differences between the dietary treatments (Table 2).
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Table 2. Corporal parameters and growth performance of Arapaima gigas supplemented with

Levabon® Aquagrow E, during 30 days.

Diets concentration

Parameters 0gkg* 4 g kg 6 g kg* 8 gkg?
(n=136) (n =36) (n=36) (n=34)
Initial length (cm) 11.7 £ 0.52 11.5+0.62 11.5+£0.52 11.7+0.72
Initial weight (g) 10.0+1.22 9.6 +1.4° 9.6+1.22 9.8 +1.4°
Final length (cm) 22.8+1.42 23.0+1.42 243+ 1.0° 243+0.8°
Final biomass (kg/m?®) 9.7+0.28 10.1 £0.23¢ 10.9 + 0.70¢ 11.3+0.1°
Daily weight gain (g) 1.8+0.42 1.9+0.4° 2.3+0.3° 2.3+0.3°
Body weight gain 545+ 11.52 57.9+12.3¢% 65.5 + 9.4° 65.8 +8.0°
Daily feed intake (g) 24.0 £ 0.0012 24.6 +0.003%' 25.1+0.12P 26.0 + 0.001F
Feed conversion ratio 1.2+0.18 1.1. +£0.052 1.0 £0.022 1.0 £0.01°
Specific growth rate 6.3+0.8? 6.5+ 0.82P 6.8 +0.32P 6.8+0.3°
Daily feed intake (%BW/day) 14+0.12 1.2+0.22 1.3+0.12 1.3+0.12
Condition factor (Kn) 1.00 £ 0.022 1.00£0.012 1.00 £0.012 1.00 £0.012
HSI (%) 1.7+£0.32 15+0.22 1.6+0.42 1.7+£0.3%
SVI (%) 9.2+£0.9? 8.5%0.72 8.7+£0.72 8.9+1.08

Values express mean + standard deviation. HSI: Hepatosomatic index, HSI: Viscerossomatic index SVI: Specific
growth rate. Values followed by different letters on the same line, indicate differences between treatments by
Tukey test (p<0.05).

Dietary supplementation of 6 g Levabon® Aquagrow E kg™ diet led to a decrease in
glucose, while 6 and 8 g Levabon® Aquagrow E kg diet decreased cholesterol levels and
increased (p<0.05) the MCHC. Moreover, hemoglobin levels and neutrophils number decreased
in fish supplemented with 4 g Levabon® Aquagrow E kg™ diet. The respiratory activity
increased and number of lymphocytes decreased (p<0.05) in fish supplemented with 8 g kg™* of
Levabon® Aquagrow E. However, the number of monocytes decreased (p<0.05) in all
treatments, when compared with controls (Table 3).

The handling stress protocol did not cause fish mortality, regardless of the dietary
treatment. After 6 h of handling stress, there was increase (p<0.05) in plasma glucose,
monocytes and neutrophils number in fish fed with 4 and 8 g Levabon® Aquagrow E kg™ diet
and a decrease (p<0.05) in total cholesterol. Plasma protein were reduced (p<0.05) in fish fed
with 4 g kg. Dietary supplementation of 8 g Levabon® Aquagrow E kg™ diet caused decrease
in triglycerides, globulins levels, lymphocytes number leukocytes and respiratory, and an

increase in albumin, total leukocytes, monocytes, and neutrophils. Conversely, there was an
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increase in hemoglobin in fish fed diet with 4 g kg™ and an increase in MCHC in fish fed diet
with 4 and 6 g kg™. The hematocrit level decreased in all supplemented groups, when compared

with the unsupplemented (control) group (Table 4).



Table 3. Blood and immunological parameters of Arapaima gigas supplemented in the diet with Levabon® Aquagrow E, during 30 days.

Diets composition

8 g kgt (n=18)

Parameters 0 g kg* (n=18) 4 g /kg* (n=18) 6 g kg (n=18)
Glucose (mg/dL) 723+7.7° 41.9+13.4° 335+ 17.2°
Total cholesterol (mg/dL) 175.8 + 41.6 110.3 + 32.6° 111.8+35.4°
Triglycerides (mg/dL) 90.6 + 51.3% 64.4 +31.1° 103.9 + 19.0%
Albumin (g/dL) 1.2 +0.32 1.2 + 0.6 1.0 £ 0.5
Hematocrit (%) 33.4+ 2.5 30.2 + 3.0 31.3+ 7.4
Hemoglobin (g/dL) 8.8 +33.0%® 7.8+0.7° 8.9 +1.8%
Erythrocytes (x 10°uL) 1.86 + 0.30%° 1.49 + 0.40° 2.06 +0.70°
MCV (fL) 184.6 + 34.12 224.7 + 87.9 162.7 + 51.32
MCHC (g/dL) 26.4 + 5.0 26.0 + 2.0° 29.2 +5.8°
Respiratory burst 0.22 £ 0.07% 0.22 £ 0.06% 0.19 £ 0.05%
Thrombocytes (L) 27.307 + 10.598% 20.848 + 6.810? 32.951 + 12,490°
Leukocytes (pL) 188.638 + 34.105% 151.060 * 45.5942 210.280 *+ 69.462°
Lymphocytes (pL) 95.270 + 20.128° 90.807+ 27.7012 113.044 + 34.3312
Monocytes (uL) 13.591 + 4.469? 4.844 + 2.521° 6.337 + 4.323°
Neutrophils (uL) 78.754 + 13.891° 54.359 + 18.213° 89.461 + 33.967°
Eosinophils (uL) 1.023 + 1.058? 1.051 + 1.280? 1.438 + 1.6572

101.4 + 27.72

125.6 + 32.3°

120.2 + 48.8%
1.1 +0.4%
31.5+4.22

9.4 +1.52
1.59 + 0.70%

247.9 + 88.8%
29.5 + 3.4°
0.39+0.12°
26.071 + 12.641%°
162.608 + 67.316%
87.171 + 38.757"
4574 +2.823°
69.371 + 27.814°
1.491 +1.7132

Values express mean * standard deviation. MCV Mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC: Mean corpuscular hemoglobin concentration. Values followed

by different letters on the same line, indicate differences between treatments by Dunn's test (p<0.05).
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Table 4. Blood and immunological parameters of Arapaima gigas submitted to handling stress challenge, after 30 days of supplementation with
Levabon® Aquagrow E in the diet.

Diets concentration

Parameters 0 g kg™ (n=18) 4 g/kg* (n=18) 6 g kg* (n=18) 8 g kg* (n=18)
Glucose (mg/ dL) 36.2 + 7.3 73.2+12.2° 62.0 + 21.9° 112.7 + 24.3°
Total proteins (g/dL) 3.2+£0.9% 1.7+0.4 3.4+0.5° 2.6 +0.6°
Total cholesterol (mg / dL) 137.2 + 26.5° 89.5 + 36.5° 87.7 +36.4° 121.1+31.7%¢
Triglycerides, (mg/dL) 125.6 + 36.72 123.4 + 15.6 116.7+44.4%® 100.0 + 21.9P
Albumin (g/dL) 0.8 £0.3° 0.8 +0.32 1.1+0.3? 1.8+0.3
Globulin (g/dL) 2.5+0.9% 0.9+0.5 2.3+0.4° 0.8+ 0.6
Hematocrit (%) 34.1+3.1° 29.7 £3.3° 27.0+4.1° 30.4£2.3°
Hemoglobin (g/dL) 8.3+1.1° 9.9+1.1° 9.2 +4.3® 9.0+1.12
Erythrocytes (x 10°uL) 1.76 + 0.26% 1.98 + 0.48° 1.81 +0.50P 1.45 + 0.372
MCYV (fL) 197.6 + 32.5° 160.1 +51.12 56.1 +7.22 213.3+59.3"
MCHC (g/dL) 24.6 + 3.6 33.6+2.9° 33.3+9.1° 29.1 +3.6%
Respiratory burst 0.26 + 0.06° 0.25 +0.05° 0.20 + 0.04% 0.18 + 0.04°
Thrombocytes (L) 37.697 + 12.498° 29.686 + 14.210° 72.150 + 28.761° 25.193 + 13.371°
Leukocytes (uL) 179.625 + 27.166% 200.573 + 48.850% 478.595+117.776° 146.644 + 38.2372
Lymphocytes (uL) 124.523 +18.089? 124.917 + 28.855% 215.367 + 58.6922 80.234 + 18.167°
Monocytes (uL) 6.328 + 3.1932 6.355 + 3.593% 23.930 + 6.266" 7.034 + 3.6162
Neutrophils (uL) 47.781 + 14.662° 68.314 + 25.020° 236.904 + 46.011° 58.283 + 20.729°
Eosinophils (uL) 993 + 8892 986 + 5852 2.393 + 1.250° 1.092 + 1.168?

Values express mean + standard deviation. MCV Mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC: Mean corpuscular hemoglobin concentration. HSI: Hepatosomatic index,

HSI: Viscerosomatic index, Kn: Relative condition factor. Values followed by different letters on the same line, indicate differences between treatments by Dunn's test (p<0.05).



70

Discussion

Increasing the survival and growth rates is one of the most important issues that fish
farmers face, especially in the initial stages of the fish's life cycle. Sacharomyces cerevisiae, a
byproduct of beer industry, has been recommended as a dietary supplementation due to its high
proteins content, immunostimulant effects, and growth improvements (Hoseinifar et al. 2011,
Tewary and Patra 2011; Amin et al. 2015; Mannopo et al. 2015; Huyben et al. 2017; Dias et al.
2019). Arapaima gigas supplemented with 6 and 8 g kg™ of Levabon® Aquagrow E increased
the in final biomass, final length, body weight gain, daily weight gain, daily feed intake and
specific growth. This enhanced growth performance of the fish fed with a diet containing S.
cerevisiae can be attributed to increment health status, provision of nucleotides, high
digestibility, stimulation of gastric development and/or enzymatic secretion (Tewary and Patra
2011; Hoseinifar et al. 2011). Similar results were reported for L. rohita (Tewary and Patra,
2011), H. huso (Hoseinifar et al. 2011) and O. niloticus (Amim et al. 2015) in a supplemented
diet with different concentrations of S. cerevisiae. Solea senegalensis supplemented with diets
containing 4 g kg* of Levabon® Aquagrow E showed greater use of net protein and feed
conversion, as well as longer intestinal villi, but had no changes in body weight and specific
growth rate (Batista et al. 2016). However, low supplementation of S. cerevisiae (9 x 10°
CFU/g) in Leporinus macrocephalus had no improvements in the zootechnical performance
parameters (Lima et al. 2015).

The analysis of blood parameters is an important tool that can be used as an effective
and sensitive index to monitor the physiological and pathological changes in fish populations
(Tavares-Dias et al. 2007; Hoseinifar et al. 2011; Tewary and Patra 2011; Ranzani-Paiva et al.,
2013; Dias et al. 2019). The plasma glucose levels in A. gigas feed with 6 g kg™ of Levabon®
Aquagrow E decreased, as well as the levels of cholesterol in fish supplemented with 6 and 8 g
kgt and the triglycerides and hemoglobin levels in fish supplemented with 4 g kg™
Hemoglobin increased in fish A. gigas supplemented with 8 g kg* of Levabon® Aquagrow E
and decreased in fish increase in supplemented with 4 g kg™, while the MCHC increased in fish
supplemented with 8 g kg of Levabon® Aquagrow. Therefore, such hematological and
biochemical changes in A. gigas supplemented with Levabon® Aquagrow E indicated influence
in the metabolic processes. Similarly, in A. gigas fed with MycosorbA*™®, a dietary product
based on S. cerevisiae, there was also a reduction in glucose and triglyceride levels, while the
total cholesterol levels increased in fish who received 4 g/kg of the product in the diet (Hoshino
et al. 2017). In contrast, Hoseinifar et al. (2011) did not find any changes in the erythrocyte

parameters (erythrocytes, hematocrit, and hemoglobin) and metabolic factors (cholesterol and
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glucose) of H. huso in a diet with 10 or 20 g kg? of S. cerevisiae. For A. gigas, the
supplementation with Aquate Fish™ did not influence in number of erythrocytes, hemoglobin,
glucose, globulins and plasma triglycerides (Dias et al., 2019).

The immunostimulants are compounds that modulate the immune system, increasing
the resistance (Bricknell and Dalmo 2005) against diseases and stress of fish. In fish, dietary
intake of immunostimulant based on lipopolysaccharides of yeasts cell-wall has advantages,
and it is a useful method of exposure in large-scale fish culture; and hence, has been evaluated
in various studies (Hoseinifar et al. 2011; Tewary and Patra 2011; Rufchaie and Hoseinifar
2014; Amin et al. 2015; Mannopo et al. 2015; Huyben et al. 2017; Hoshino et al. 2017).
Arapaima gigas supplemented with 4 to 8 g kg™ of Levabon® Aquagrow E showed a decrease
in the total number of total monocytes. These changes may negatively influence the response
of defense in these fish supplemented. However, in P. mesopotamicus fed with B-glucan, the
total number of leucocytes and thrombocytes increased with the concentrations of
immunostimulant (Biller-Takahashi et al. 2014). In O. niloticus supplemented with S.
cerevisiae, there was also a gradual increase in the total number of leukocytes with higher
concentrations (5-10 g kg*) of the immunostimulant (Manoppo et al. 2015). For A. gigas,
dietary supplementation with Aquate Fish™ did not influence in number of thrombocytes,
leukocytes, lymphocytes and monocytes (Dias et al., 2019).

The respiratory activity of leukocytes increased in A. gigas supplemented with 8 g kg™
of Levabon® Aquagrow E, while the number of lymphocytes decreased, and number of
monocytes was lower in all treatments. As the respiratory burst is an indicator of innate
immunity of fish, this increase express a good inflammatory response and a high rate of
phagocytosis, followed by an intense oxygen consumption (Biller-Takahashi et al. 2013; Rebl
and Goldammer 2018; Dias et al. 2019), which could increase the resistance to infections and
stress (Tewary and Patra 2011; Huyben et al. 2017). Similarly, in L. rohita the respiratory burst
of leukocytes increased after feeding with high concentrations of S. cerevisiae, 50-100 g kg
(Tewary and Patra 2011). However, in A. gigas fed with concentrations of MycosorbA*®, there
were no benefits on respiratory burst (Hoshino et al. 2017). Therefore, high concentrations of
S. cerevisiae can improve the innate immunity of fish on intensive cultivation, contributing to
an improvement in production and productivity.

With the efforts for increasing the production of A. gigas, the current fish farming
systems cause stress and make them more prone to diseases, resulting in economic losses due
to mortality (Lima et al. 2017). To mitigate this effect, immunostimulants based in S. cerevisiae

may be a promising practice. However, these compounds should be admissible for therapeutic
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purposes in the routine of fish farming. This study revealed that a diet content with S. cerevisiae
had no significant effects on A. gigas survival to handling stress. Similar results were reported
for O. mykiss fed with S. cerevisiae when submitted to stress by cannulation (Huyben et al.
2017) and L. macrocephalus submitted to stress by capture (Lima et al. 2015). However, to
prevent stress in intensive fish farming of A. gigas, an intervention with S. cerevisiae, could be
necessary regarding immunostimulants. The beneficial yeasts that manipulate the gut
microbiota through diet supplementation are a good approach from both nutritional and
immunological aspect.

The welfare of fish population can be analyzed with the help of some biochemical blood
parameters, for example, glucose and total proteins. In addition, the levels of glucose are
considered specific indicators of sympathetic activation during stress conditions, and total
protein level is the most important indicator of the biochemical nutrition of fish (Hoseinifar et
al. 2011; Lima et al. 2015; Rebl and Goldammer 2018). After 6 h of handling stress, there was
an increase in the levels of plasma glucose in A. gigas fed with 4 and 8 g kg™ of Levabon®
Aquagrow E, while the total cholesterol, and MCV decreased in fed with 4 and 6 g kg™.
Therefore, these changes are due to the stress that the fish were submitted. After the stress can
occur a higher release of glucose into the bloodstream due to a bigger rate of oxygen absorption
by the gills, the increased ventilation rate, the branchial flow stimulation, and high capacity of
oxygen diffusion (Lima et al. 2006; Huyben et al. 2017). In response to stress, cortisol increases
the metabolic capacity of the liver to meet the increased energy demand and can reduce the
number of circulating lymphocytes (Rebl and Goldammer 2018; Montoya et al. 2018).

The levels of total proteins decreased in fish fed with 4 g kg™ after 6 h of handling stress,
as well as the levels of triglycerides and respiratory burst of leukocytes of A. gigas that received
8 g kg' of Levabon® Aquagrow E, while hemoglobin, the total number of leukocytes,
monocytes, and neutrophils increased. Therefore, as the respiratory burst of leukocytes is an
indicator of innate immunity (Dias et al. 2019), this decrease express a prejudice to defense
system of A. gigas after stress. However, in A. gigas supplemented with Aquate Fish™ was
reported increase in respiratory burst of leukocytes after challenge with handling stress and
inoculation com Aeromonas hydrophilla (Dias et al. 2019). Despite this decrease on innate
immunity, there was immunostimulation of leukocytes after the handling stress in fish that
received a higher concentration of Levabon® Aquagrow E on their diet, indicating an additional
improve cellular immunity. Bricknell and Dalmo (2005) suggest that the fingerlings phase is

the best time to immunomodulation of the immune system because at this stage the fish have
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more potentially mature cells and insertion of immunostimulants molecules that enhance the

Immune system positively.

Conclusions

This is the first study providing hematological and biochemical analyses on A. gigas fed
with diets supplemented with Levabon® Aquagrow E. Our results indicate that diets containing

6-8 g kg Levabon® Aquagrow E may be used during a long period to promote growth in A.

gigas fingerling without causing negative impacts on physiological parameters of the fish.
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CAPITULO 4

Mansoa alliacea extract improve growth perfomance and innate immunity of

Arapaima gigas challenged with Aeromonas hydrophila and stress of handling

Artigo a ser submetido ao periddico Fish and Sellfish Immunology
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Resumo

Este estudo investigou pela primeira vez os efeitos da suplementacdo dietética com Mansoa
alliacea na aquicultura e em parametros de crescimento, sanguineos e imunidade inata.
Arapaimas gigas foram alimentados durante 30 dias com dieta contendo 0, 4, 8 e 12 g/Kg de
extrato de M. alliacea, em seguida foram desafiados com Aeromonas hydrophilla e estresse de
manejo. Apos 30 dias de alimentacdo com 8 g/kg de extrato M. alliacea houve aumento no peso
final, biomassa final, ganho de peso diario, taxa de crescimento especifico, eficiéncia alimentar,
niveis plasmaticos de glicose, triglicerideos, proteinas totais e globulinas, mas uma reducéo os
niveis plasmaticos de albumina. A suplementacdo com 8 e 12 g kg™* aumentou o nimero de
trombacitos totais, mas dietas com extrato de M. alliacea ndo alterou o colesterol, hematdcrito,
hemoglobina, ertitrocitos, VCM, CHCM, ndmero de leucdcitos e bust respiratério de
leucdcitos. Apds o desafio, os peixes suplementados com 8 g/kg de M. alliacea apresentaram
aumento nos niveis de glicose, globulinas e albumina, enquanto os peixes suplementados com
8 e 12 g kg™ tiveram aumento no burst respiratdrio de leucocitos. Os niveis de triglicerideos
plasmaticos reduziram nos peixes suplementados com 4, 8 e 12 g/kg de M. alliacea, enquanto
0 nuamero de neutrofilos aumentou, mas o numero de trombacitos totais, leucocitos totais e
linfocitos aumentaram somente nos peixes suplementados com 12 g/kg. Finalmente, esses
resultados mostraram que a suplementacdo com 8 g/kg de M. alliacea foi eficiente na melhoria
do crescimento e imunidade inata de A. gigas e, portanto, pode ser usada na aquicultura deste

peixe amazonico.

Palavras-Chave: Imunoestimulante, peixe de 4gua doce, nutricéo, terapia herbal
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1. Introducéo

A floresta amazonica abriga grande parte da biodiversidade global, e possui grande
riqueza de espécies de plantas e muitas delas sdo ricas em produtos bioativos, como é o caso
das plantas medicinais [1]. Atualmente, o crescente uso de fitoterapicos associado a intensa
demanda por produtos biotecnoldgicos atraiu o forte interesse da industria da aquicultura, que
é um dos setores produtores de alimentos para animais que mais cresce no mundo. Plantas
medicinais séo fontes ricas de compostos bioativos mais seguros e baratos, com propriedades
como anti-stress, promotoras de crescimento, estimulacdo do apetite, aumento da tonicidade e
imunoestimulacdo em peixes. Consequentemente, 0 uso de imunoestimulantes fitoterapicos
como suplementos alimentares pode melhorar a imunidade inata dos peixes de cultivo [2-8],
proporcionando resisténcia a patdgenos e diminuindo o estresse [5,7]. Além disso, 0 uso de
fitoterapicos na aquicultura poderia reduzir os custos de tratamento em peixes de cultivo e ser
mais ecologicamente correto, ja que eles tendem a ser mais biodegradaveis do que as moléculas
sintéticas [6-8]. Os produtos fitoterapicos incluidos como suplementos dietéticos minimizam
0s riscos associados aos quimioterapicos e constituem um dos métodos mais promissores de
controle de doencas na aquicultura [4-6,8-9]. Assim, 0 uso de imunoestimulantes fitoterapicos
como suplementos dietéticos pode melhorar a imunidade inata dos peixes de cultivo [2-8],
proporcionando resisténcia a patdgenos e diminuindo o estresse [5,7]. Além disso, 0 uso de
fitoterapicos na aquicultura poderia reduzir os custos com tratamentos em peixes [6-8]. Os
produtos fitoterapicos incluidos como suplementos alimentares minimizam os riscos associados
aos quimioterapicos e constituem um dos métodos mais promissores de controle de doencas na
aquicultura [4-6,8-9]. Consequentemente, o desenvolvimento de novos aditivos para a
alimentacéo de peixes de cultivo tem chamado atencdo de pesquisadores e produtores [10].

As préticas de manejo nas pisciculturas tornam 0s peixes suscetiveis a surtos de doencas
infecciosas e parasitarias em decorréncia da alta densidade de estocagem e ma qualidade da
agua, o que pode levar a diminui¢cdo do bem-estar dos animais, a alteracdes fisiologicas e
aumentando do risco de doencas, pois facilitam a disseminagdo de patdgenos [4,7]. Assim,
recentemente, extratos e Oleos essenciais de plantas medicinais tém sido utilizados para
melhorar o desempenho de crescimento e a imunoestimulacdo em diferentes espécies de peixes
entre essas plantas estdo Cotinus coggyri [2], Zingiber officinale [10], Mentha piperita [4],
Allium cepa [3], Allium sativum [5,10], Nigella sativa [6], Mespilus germanica [11] e Stachys
lavandulifolia [8]. Portanto, a busca por produtos fitoterapicos alternativos estimulou o uso de

produtos obtidos a partir de plantas medicinais na aquicultura. Até o presente momento,
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Mansoa alliacea Gentry (Bignoniaceae) ainda ndo foi investigada como promotora de
crescimento e estimulante para espécies de peixes, incluindo Arapaima gigas (Arapaimidae),
cuja producao é importante para a industria da piscicultura da Amazoénia, mas que sofre com
grandes perdas econémicas causadas por agentes patogénicos [12].

Mansoa alliacea € uma planta medicinal conhecida como cipd-alho, alho, alho da
floresta ou ajo sacha por causa do forte odor de alho exalado de suas folhas, caules, flores e
frutos quando séo macerados. Essa espécie de planta nativa da Amazénia que se espalhou para
outras partes do mundo, geralmente ocorre longe de corpos de agua, em areas sombreadas e
com baixa densidade de vegetacdo, uma vez que ndo é capaz de crescer em areas alagadas ou
em campos abertos. Essa Bignoniaceae € um arbusto que tem flavonoides, terpenos, taninos,
naftoquinonas, alcaldides e alicina como principais compostos quimicos [1,13-14]. As folhas,
a casca e raiz de M. alliacea tém sido muito utilizadas pelas tribos indigenas e populacdes de
cidades e vilas na Amazonia, para o tratamento de algumas doencas, pois tem efeitos
analgésico, antiinflamatério e anti-reumatico, além de ser amplamente utilizadas para artrite,
reumatismo, dores no corpo, dores musculares e lesées [13-14]. Contudo, como os efeitos dessa
planta medicinal em peixes da aquicultura ainda sdo desconhecidos, assim objetivo deste estudo
foi investigar os efeitos da suplementacdo dietética de extratos de M. alliacea no crescimento,
parametros sanguineos e imunoldgicos de A. gigas. Além da realizacdo de desafio com
Aeromonas hydrophila apds estresse de manejo.

2. Materiais e métodos
2.1. Peixes e aclimatacao

Alevinos de A. gigas foram adquiridos de uma piscicultura comercial de Rio Branco,
Estado do Acre (Brasil) e aclimatados durante 30 dias em tanque de 1.000L, com fluxo continuo
de agua e aeracdo constante, para todos os ensaios deste estudo. Durante esse periodo 0s peixes
foram alimentados ad libitum com racdo comercial contendo 55% de proteina bruta, quatro
vezes ao dia. Diariamente, foi removida a matéria organica do fundo dos tanques e os niveis
de oxigénio dissolvido (6,6 * 0,3), temperatura (30,1 + 0,2) e pH (5,4 £ 0,2) medidos com uma
sonda multiparametros (Horiba, modelo U52, Kyoto, Japéo).

Este estudo foi realizado em conformidade com os principios adoptada pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Acre (CEUA/UFAC: N° 08/2014).
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2.2. Preparacéo dos extratos alcodlicos de Mansoa alliacea

Folhas de M. alliacea foram coletadas na cidade de Porto Grande, estado do Amapa
(Brasil) e espécimes vouchers depositadas no herbario do Instituto de Pesquisas Cientificas e
Tecnologicas do Estado do Amapa (Voucher: Tavares-DiasO01-HAMAB/IEAP). As folhas
frescas de M. alliacea foram trituradas e maceradas em cadinho de vidro para extragao hidro
alcodlica da solucéo. A proporgdo de planta/solvente foi de 1:10 (w/v). ApoOs extracdo, 0s
extratos foram estocados e protegidos da luz, para utilizacdo nas dietas de A. gigas.
2.3. Preparacdo das dietas com extratos de Mansoa alliacea

As dietas foram preparadas usando uma ra¢do comercial com 45% de proteina bruta
(Presence®, S&o Paulo, Brasil), na qual adicionou-se 0, 4, 8 e 12 g/Kg de extrato de M. alliacea.
Essas concentracdes foram definidas a partir de recomendac6es para Allium sativum [15]. A
analise da composicdo quimica das dietas preparadas com diferentes concentracdes de M.
alliacea foi realizada em triplicata, de acordo com as diretrizes da Associacdo de Analistas
Oficiais de Quimica Analitica [16]. Somente os niveis de célcio foram diferentes (p>0.05) entre

as dietas experimentais (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao basal da ragdo comercial e composicéo das dietas experimentais com
extrato de Mansoa alliacea para suplementacéo de Arapaima gigas.

Concentracdo das dietas

Parameters Basal diet 0 g/kg 4 g/kg 8 g/kg 12 g/kg

Proteina Bruta (%) 45 46.0+0.6* 46.7+05* 447+3.0° 465%0.3°
Matéria seca (%) 87 922+0.2% 914+03* 91.4+0.08 91.4+0.1°
Extrato etéreo (%) 9 45+0.1* 45+0.03* 4.4+0.02% 44+0.072
Cinzas (%) 16 119+03* 119+0.7* 105+21* 12.0+0.3
Fosforo (%) 1 0.9 £0.02% 1.1+£0.2° 1.1+£0.1° 1.2 £0.08?
Calcio (%) 2-3 0.09+0.02% 0.09+0.02* 0.22+0.05°* 0.39 +0.01°

Valores expressam média + desvio padrdo. Composicdo dos micronutrientes na dieta basal: Vitamina E: 400 mg/kg
e Vitamina C: 600 mg/kg. Valores médios * desvio padrdo. Os valores seguidos de letras diferentes na mesma
linha siguinifica diferencas entre os tatamentos indicado pelo teste de Tukey (p <0.05).

2.4. Desenho experimental com dietas contendo extratos de Mansoa alliacea.
Alevinos de A. gigas foram distribuidos em 12 tanques de 100L, constituindo 4
tratamentos (0, 4, 8 e 12 g/kg de extrato de M. alliacea) e 3 repeticbes com 8 peixes em cada

(N = 24). Durante os 30 dias de ensaio, os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (8:00,
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11:00, 14:00 e as 17:00) na proporcdo de 6% da biomassa dos animais, com ragdes
experimentais.

Durante todo o experimento o fluxo de 4gua foi mantido continuo e os niveis de oxigénio
dissolvido (6,8 = 0,4), temperatura (29,3 £ 0,2) e pH (5,3 = 0,2) foram medidos diariamente
usando uma sonda multiparametros (Horiba, modelo U52, Kyoto, Japéo).

2.5. Paréametros de crescimento dos peixes

Ap0s os 30 dias de suplementacdo com 0, 4, 8 e 12 g/kg de M. alliacea todos os peixes

foram pesados e medicos para avaliagdo dos seguintes parametros de crescimento:

e Biomassa final (kg/m®) = peso médio final x nimero total de peixes;

e Taxade conversdo alimentar (FCR) = Consumo médio de ragdo (kg)/ganho de biomassa
média (kg/md);

e Ingestdo diéria de racdo = quantidade de racdo (g)/dias;

e Ganho de peso diario = Ganho de peso (g)/tempo(dias);

e Ganho de peso = (peso final - peso inicial);

e Taxa crescimento especifico (TCE) = (In peso final — In peso inicial) x 100/(dias);

o Eficiéncia alimentar (EA) = 100 x [ganho de peso (g)/ quantidade de racdo ingerida
@)1

e Fator relativo de condicdo, segundo método preconizado por Le Cren [17];

e Indice hepatosomético (%): peso do figado (g)/peso corporal(g) x 100;

e Indice viscerosomatico (%): peso das visceras (g)/peso corporal(g) x 100.

2.6. Parametros sanguineos e atividade respiratoria de leucocitos

Apds os 30 dias de alimentacdo com as dietas contendo 0, 4, 8 e 12 g/kg de extrato de
M. alliacea, 4 peixes de cada repeti¢édo dos tratamentos (12 peixes por tratamento) foram usados
para coleta de sangue por puncdo do vaso caudal, com o auxilio de seringas contendo heparina
sddica (5000 Ul.mL™1). O sangue foi dividio em duas aliquotas. Uma parte do sangue foi usada
para a determinacdo do hematdcrito pelo método do microhematocrito, contagem de eritrécitos
totais em camara de Neubauer e concentracdo de hemoglobina pelo meétodo da
cianometahemoglobina. Com esses dados foram calculados os indices hematimétricos de
Wintrobe: volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM). As extensdes sanguineas foram confeccionadas e corada pancromicamente
com uma combinacdo de May Grinwald-Giemsa-Wright, para contagem diferencial de

leucocitos em até 200 células de interesse, em cada extenséo. Essas extensdes sanguineas foram
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também usadas para determinagdo do nimero de leucécitos e trombocitos totais [18]. A
identificacdo e nomenclatura das populacfes de leucdcitos seguiram as recomendagdes de
Tavares-Dias et al. [19].

A atividade do burst respiratorio foi determinada de acordo com o método de Biller-
Takahashi et al. [20]. Resumidamente, 100 pL de sangue heparinizado foram adicionados a 100
uL de solugdo de nitroblue tetrazélio a 0,2% (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e a solucéo final foi
homogeneizada e incubada por 30 min a 25 °C. Apés a incubacdo e uma segunda
homogeneizagdo, 50 puL da solugdo foram adicionados a 1 ml de N, N-dimetilformamida
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). Esta solucdo foi entdo homogeneizada e centrifugada a 3000 g
durante 5 min. A densidade Optica (DO) da solucdo foi determinada em espectrofotémetro
(Biospectro SP-220, Curitiba, Brasil) a 540 nm.

A segunda aliquota de sangue foi centrifugada a 75 G, durante 5 minutos (Mod. 5424,
Hamburgo, Alemanha) para obtencdo do plasma e determinacgéo da concentracao dos niveis de
glicose, proteina totais, albumina, colesterol e triglicerideos utilizando kits colorimétricos
(Biotécnica, MG, Brasil), com leituras de absorvéncia realizadas em espectrofotdmetro
(Biospectro SP-220, Curitiba, Brasil). As concentracfes de globulina foram determinadas a
partir da diferenca dos niveis de proteina total e albumina.

2.7. Desafio com inoculagdo de Aeromonas hydrophilla e estresse de manejo

Aos 30 dias de suplementagéo 0,4,8, e 12g M. alliacea/kg outros quatro peixes de cada
réplica (4 peixes / tratamento) foram desafiados com Aeromonas hydrophilla (ATCC: 7966).
Os peixes foram inoculados por via intraperitoneal com 1,8 x 108 UFC mL™, a concentragio
letal (CLso-96h) para A. gigas [21]. A mortalidade e sinais clinicos de bacteriose foram
observados durante 7 dias, apds esse periodo, 0s peixes sobreviventes foram submetidos a
estresse de manejo durante 60 segundo [22-23]. Apo0s seis horas de estresse de manejo e desafio
com A. hydrophilla, foi coletado uma amostra de sangue de cada peixe como mencionado
anteriormente e dividido em duas aliquotas para determinacdo de hematdcrito, concentracdo de
hemoglobina, nimero de eritrdcitos totais, trombaocitos, leucdcitos e atividade respiratéria de
leucdcitos, niveis de glicose, proteinas totais, albumina, colesterol, triglicérides e globulinas,

conforme descrito no item 2.6.

2.8. Analises estatisticas
Todos os dados foram previamente avaliados nos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade usando Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Como os dados

mostraram uma distribuicdo normal foi usado andlise de variancia (ANOVA - One Way)
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seguido do teste de Tukey, para comparacdo entre médias. Os dados que ndo apresentaram
distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn para avaliar
as diferencas entre as medianas [24].

3. Resultados

Ap06s 30 dias de suplementacdo com 8 g/kg de M. alliacea, houve aumento (p<0.05) no
peso final, biomassa final, ganho de peso diario, taxa de crescimento especifico e eficiéncia
alimentar quando comparados aos controles, enquanto os demais parametros de desempenho
de crescimento ndo foram alterados (p>0.05) pelas dietas (Tabela 2).

Em A. gigas suplementados com 8 g/kg de extrato de M. alliacea os niveis plasmaticos
glicose, triglicerideos, proteinas totais e globulinas aumentaram (p<0.05) quando comparados
aos controles, enquanto os niveis de albumina diminuiram (p<0.05). A suplementacdo com 8 e
12 g/kg de extrato de M. alliacea aumentou (p<0.05) o nimero de trombdcitos totais quando
comparado aos controles. Porém, dietas com extrato de M. alliacea ndo alterou colesterol,
hematocrito, hemoglobina, ertitrécitos, VCM, CHCM, numero de leucécitos e bust respiratorio
de leucocitos apos os 30 dias de alimentacdo (Table 3).

Apds 30 dias de alimentacdo com extrato de M. alliacea e desafio com A. hydrophilla e
estresse de manejo, ndo houve qualquer mortalidade de peixes ou sinais clinicos de bacteriose.
Os peixes suplementados com 8 g/kg de extrato de M. alliacea e desafiados, mostraram
aumento (p<0.05) nos niveis de glicose, globulina e albumina, enquanto o0s peixes
suplementados com 8 e 12 g/kg tiveram aumento (p<0.05) no burst respiratério de leucocitos
guando comparados demais tratamentos. Os niveis de triglicerideos plasmaticos foram
reduzidos nos peixes suplementados com 4, 8 e 12 g/kg de extrato de M. alliacea, enquanto o
namero de neutréfilos aumentou (p<0.05). O numero de trombdcitos totais, leucocitos totais e
linfécitos também aumentou (p<0.05) nos peixes suplementados com 12 g/kg de M. alliacea
(Tabela 4).
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Concentrages das dietas

Parametros

0 g/kg (n=24)

4 g/kg (n=24)

8 g/kg (n=24)

12 g/kg (n=24)

Comprimento inicial (cm)
Peso inicial (g)
Comprimento final (cm)
Peso Final (g)

Biomassa Final (kg/m?)
Ganho de Peso diario (g)
Ganho de Peso (g)
Consumo diério de racéo (g)
CAA

TCE

Efiéncia alimentar (%)
Fator de condigéo (Kn)
IHS (%)

VSI (%)

26.2+£1.3%
126.4 + 16.9%
37.7+2.8°
302.9 +98.9?
30.3+4.3°
59+3.42
176.5 + 101.3?
709+ 1.67
1.6 +0.42
28+1.3%
66.6 + 17.52
1.00 £0.022
2.0+0.42
9.7+1."

25.6 +1.5%
124.6 £ 18.4°
374 +25%
288.9 + 73.8°
28.9+3.1°
55+25%
164.3 + 74.0°
71.1+£1.3°
1.7+1.4%
2.7+1.0%
61.7 £11.9°
1.00 + 0.022
2.4+0.4%
9.8+1.7%

24.8 + 5.1
129.3 + 22.6°
38.9+3.8°
358.9 + 89.0°
37.7+1.0°
75+2.9°
227.6 + 86.4°
72.0 + 1.0
1.6 +0.4°
35+1.1°
94.6 + 3.8
1.00 + 0.022
2.2+0.5°
9.2+1.22

25.1+£1.2%
123.1+£21.1°
37.0+2.8%
280.5+91.9°
274 £2.4°
5.6 +3.0°
167.4 + 89.0°
71.8+1.3°
1.6 £.07¢
2.8+1.0°
61.1+2.3%
1.00 + 0.02%
22+0.5°
10.4 £ 1.6%

Valores expressam média + desvio padrdo. IHS: Indice hepatosomatico, IVS: Indice viscerosomatico, CAA: Conversdo alimentar aparente, TCE: Taxa crescimento
especifico. Valores seguidos de letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenga entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Concentracdes das dietas

Parametros 0 g/kg (n=12) 4 g/kg (n=12) 8 g/kg (n=12) 12 g/kg (n=12)
Glicose (mg/dL) 32.1+185% 37.3+15.7% 74.2 £29.1° 33.6 + 16.4%
Colesterol total (mg/dL) 109.7 £ 26.3? 129.4 £32.22 144.8 + 46.17 1449 £ 22.6°
Triglicerideos (mg/dL) 152.5 + 48.9% 144.8 + 27.6% 236.4 +76.0 128.5 + 50.6%
Proteinas Totais (mg/dL) 2.8+0.7% 2.9+0.5% 5.2+ 45" 35+1.0%
Albumina (g/dL) 1.2+0.4° 1.0+ 0.5? 0.6 +0.5° 1.3+0.4°
Globulinas (mg/dL) 1.6 0.5 1.9 +0.5 4.7 +4.4 22+1.0°
Hematdcrito (%) 28.8+1.8% 285+£1.72 30.1+1.72 27.6 £ 2.02
Hemoglobina (g/dL) 4.4 +0.72 4.7 +£0.6% 5.0+ 0.6 46+0.8
Eritrocitos (x 10°uL) 22+0.7° 21+0.7° 2.4 +1.0% 2.2+0.6°
VCM (fL) 143.2 + 36.7% 142.9 £ 33.42 155.4 £ 79.9? 129.3 £ 25.07
CHCM (g/dL) 15.3 + 2.4° 16.5 +2.12 16.7 + 1.9 16.9 +3.12
Burst respiratorio 0.19+0.03? 0.23 +0.06? 0.21+£0.102 0.17 £ 0.022
Trombécitos (uL) 29.943 +10.8422 44,453 +17.456%P 49.084 + 25,429° 52.581 +15.614°
Leucocitos (pL) 237.888 + 77.9882 254.960 + 78.130° 288.280 +94.880° 276.862 +70.4882
Linfocitos (uL) 114.247 + 26.489% 124,762 + 49.463? 164.402 + 82.833? 155.906 + 38.381°
Monacitos (pL) 8.076 £+ 5.425° 6.152 + 3.860% 11.149 £ 9.2792 12.454 + 8.1682
Neutrofilos (uL) 112.600 + 53,8012 119.571 + 34,7342 109.440 + 44.4222 102.079 + 29.598?
Eosindfilos (uL) 2.965 + 26837 4.475 +2.716% 3.289 +2.168? 6.423 + 7.3822

Valores expressam média + desvio padrdo. VCM: Volume corpuscular médio, CHCM: Concentracdo da hemoglobina corpuscular média. Médias seguidas de letras diferentes,
na mesma linha, indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste de Dunn (p<0,05).
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Tabela 4. Parametros sanguineos e imunoldgicos de Arapaima gigas suplementados durante 30 dias de dieta com extrato Mansoa alliacea, ap6s

desafio bacteriano e estresse de manejo.

Concentragdes das dietas

Pardmetros 0 g/kg (n=12) 4 g/kg (n=12) 8 g/kg (n=12) 12 g/kg (n=12)
IHS (%) 1.8+0.52 1.7£0.42 1.7+0.52 1.4+0.5%
IES (%) 0.2+0.12 0.2+0.12 0.2+0.1° 0.1+£0.12
Glicose (mg/dL) 38.3+9.2% 49.4 +19.5° 113.7 + 26.0° 78.4 £13.42
Proteinas Totais (mg/dL) 351047 3.3+0.8% 4.3+ 1.0° 3.1+1.0%
Colesterol total (mg/dL) 155.4 £37.22 167.4 £ 27.82 199.1 + 76.5% 156.2 £ 29.8?
Triglicerideos (mg/dL) 135.0 +60.12 66.7 + 29.4° 64.8 + 26.8° 67.9 +19.0°
Albumina (g/dL) 1.0 +£0.3° 05+0.2% 0.5+0.4% 1.0+0.2%
Globulinas (mg/dL) 2.5+ 0.5% 2.8+0.8? 3.8+0.8° 2.1+£1.0°
Hematdcrito (%) 33.6+2.22 33.7+2.6° 29.3+2.8° 29.8 +1.52
Hemoglobina (g/dL) 57+1.2% 59+1.5% 4.7 £1.32 57+1.02
Eritrocitos (x 10%uL) 1.4+0.5% 1.6 £0.42 1.6 +0.62 2.3+0.3?
VCM (fL) 270.3 £ 79.62 218.2 + 68.4% 196.7 £ 75.0? 133.6 £ 23.8?
CHCM (g/dL) 16.8 +2.92 17.7 + 4.42 16.9 + 3.9 19.1 +3.52
Burst respiratorio 0.15+0.2° 0.15 +0.03? 0.29 +0.8° 0.28 + 0.04°
Trombacitos (uL) 26.248 + 99402 31.940 £10.7992 36.644 + 13.4472 63.717 + 14.582°
Leucocitos (pL) 162.518 £53,5322 197.018 + 47.2342 192.415 + 67.4732 290.780 + 39.291°
Linfdcitos (uL) 106.268 + 35,6252 129.433 + 32.949? 120.208 + 46.9772 186.000 + 28.690°
Mondcitos (uL) 6.564 + 3.4842 8.282 + 4.6072 9.045 + 3.9442 15.360 + 6.1222
Neutrofilos (uL) 47.587 +18.9332 57.023 +21.898" 59.479 + 28.780° 85.175 + 37.915°
Eosindfilos (uL) 2.099 + 1.6742 2.280 + 2.582% 3.683 £ 2.7972 4.245 + 4.4942

Valores expressdo média + desvio padrdo. VCM: Volume corpuscular médio, CHCM: Concentracdo da hemoglobina corpuscular média. IHS: Indice hepatosomatico, IES:
Indice esplenosomatico.Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste de Dunn (p<0,05).
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4. Discusséo

O uso de plantas medicinais em dietas praticas para peixes tornou-se um conceito muito
atual na aquicultura [2-8,10-11], pois muitas plantas sdo fontes ricas de compostos bioativos
com propriedades anti-stress, promogéo de crescimento, estimulacdo do apetite e aumento das
enzimas digestivas e pacreaticas em peixes suplementados [7]. A terapia herbal pode, portanto,
ter melhores resultados que varios antibidticos e quimioterapicos usados no controle de
doencas. Mansoa alliacea tem como principais compostos majoritarios: flavonoides, terpenos,
taninos, naphthoquinones, alcaldides, cumarinas, saponinas, acido p-coumarico, acido ferulici,
lapachol, alliin allyl sulfides resveratrol, alicina e allina [1,13-14]. A alicina € um composto que
induz a0 aumento no consumo de racdo, enquanto terpenos e cumarinas sdo reguladores de
crescimento. A atividade antimicrobiana atribuida a diversas plantas pode estar relacionada a
presenca de alcaloides, taninos e flavondides em sua composicao [1]. Porém, até o0 momento,
nada se sabia sobre o uso de M. alliacea na dieta de peixes. Este primeiro estudo com M.
Alliacea mostrou que 8 g/kg de M. alliacea na dieta de A. gigas melhorou o peso final, biomassa
final, ganho de peso diario, taxa de crescimento especifico e eficiéncia alimentar dos peixes.
Similarmente, suplementacdo na dieta de Oncorhynchus mykiss com 0.5, 1, 5 e 10 g/kg de A.
sativum melhorou o ganho de peso, taxa de crescimento especifico, conversdo alimentar e taxa
de eficiéncia proteica [15]. O peso e taxa de crescimento especifico foram melhorados ap6s
alimentacéo de H. huso com dietas contendo 0.5 e 1% de A. cepa melhou [3] e de Salmo trutta
caspius com dietas contendo 6leo essencial de M. piperita [4]. Em contraste a suplementacédo
com 0.1 e 0.5% de N. Sativa reduziu o ganho de peso e a taxa de crescimento especifico de O.
mykiss [6], enquanto suplementacdo com C. coggyria [2] e Z. officinale [10] ndo influenciou
no crescimento dos peixes. Portanto, esses resultados indicam que compostos bioativos dessas
plantas medicinais estimulam o processo digestivo dos peixes, incrementando assim a
eficiéncia alimentar e crescimento dos animais suplementados.

A producéo de peixes é um recurso importante no mundo para atender as necessidades
de seguranca alimentar e nutricional de uma populacdo humana em rapido crescimento. As
condigdes dos peixes no cultivo devem monitoradas para controlar a disseminacdo de doengas
e estresse que impactam negativamente o desenvolvimento deste setor produtivo. Parametros
sanguineos como eritrocitos e leucocitos podem ser indicadores importantes para monitorar a
salde dos peixes em resposta a nutricdo, doencas e estresse no cultivo [5, 15, 17]. Além disso,
outros parametros podem ser também avaliados. Niveis elevados de proteinas totais e
globulinas tem sido associados a uma forte resposta da imunidade inata nos peixes [3]. Em

A.gigas, suplementagdo peixes com extrato de M. alliacea ndo influenciou os parametros
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eritrocitarios e leucdcitos; mas 8 g/kg de extrato de M. alliacea aumentaram 0s niveis
plasmaéticos glicose, triglicerideos, proteinas totais e globulinas e reduziu os niveis de albumina.
Além disso, suplementacdo com 8 e 12 g/kg de extrato de M. alliacea aumentou o ndmero de
trombdcitos totais. Porém, suplementacdo com A. cepa reduziu os niveis de glicose, proteina
total, triglicérideos, colesterol, albumina e globulinas, mas aumentou o hematdcrito e nimero
de eritrdcitos e leucocitos de H. huso [3]. Em O. mykiss suplementados com A. sativum, 0s
parametros de eritrdcitos e leucdcitos aumentaram de acordo com as concentracfes usadas,
exceto a hemoglobina e nimero de trombdcitos [15]. Em contraste, suplementacdo com A.
sativum ndo influenciou nos niveis de glicose, proteinas totais e pardmetros eritrocitarios de
Colossoma macropomum, mas reduziu o nimero de leucdcitos, linfocitos e neutrdfilos [5].
Portanto, como a suplementacdo de M. alliacea causou aumento dos niveis de triglicerideos e
glicose plasmaticos em A. gigas, essa planta parece ter efeitos hiperlipidémico e hiperglicémico,
Isso precisa ser melhor investigado.

Arapaima gigas, um peixe importante economicamente para aquicultura da Amazonia,
sofre frequementemente com problemas de bacterioses na fase de alevinagem [12, 21], devido
ao estresse inerente a0 manejo, necessitando, portanto de medidas profilaticas para
desenvolvimento de sua produgdo intensiva. Mansoa alliacea, possui largo espectro no
tratamento de varias enfermidades devido a presenga de cumarinas e compostos fendlicos, que
auxilian na liberagdo de histamina que tem atividade antinflamatdria e antimicrobiana [1, 13];
além disso, possui compostos bioativos com propriedades de imunoestimulacdo. Em A.gigas
suplementados com 8 g/kg de M. alliacea e desafiados com A. hydrophilla e estresse de manejo,
ocorreu aumento nos niveis de glicose, albumina, globulinas, burst respiratério de leucécitos e
namero de neutréfilos. A suplementacdo com 12 g/kg de M. alliacea aumentou o burst
respiratorio de leucocitos, numero de trombdcitos, leucdcitos totais e linfocitos em A.gigas.
Portanto, este aumento no burst respiratério de A.gigas € um indicativo de aumento nos
mecanismos de defesa contra infeccOes bacterianas, devido ao incremento da atividade
fagocitica dos peixes [2,20]. Além disso, como as globulinas sdo responsavéis pela defesa do
organismo [3, 25], esse aumento dos niveis de globulina em A. gigas indica um aumento da
protecdo imune contra A. hydrophilla.

5. Conclusoes

Este primeio estudo sobre uso de M. alliacea na aquicultura mostra efeitos benéficos

em varios parametros de desempenho de crescimento e imunidade inata de A. gigas. Portanto,

suplementacdo com 8 g/kg de M. alliacea na dieta de alevinos de A. gigas, durante longo
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periodo, pode ser recomendado para melhoria no crescimento e resisténcia imune na aquicultura
intensiva deste peixe amazonico.
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CONCLUSOES FINAIS

Para A. gigas, a concentracéo letal (CLso-06n) de A. hydrophila foi elevada quando
comparada com outras espécies da literatura, devido as caracteristicas fisiologicas de
cada espécie.

Os imunoestimulantes Levabom® e Aquatefish®, ambos a base de S. cerevisiae, e
extrato de M. alliacea influenciaram positivamente o desempenho de crescimento e 0s
parametros fisiologicos e imunologicos de A. gigas.

O imunoestimulante Levabom® reduziu os impactos do estresse de manejo na fisiologia
de A. gigas.

Os imunoestimulantes Aquatefish®e o extrato de M. alliacea melhoram a resisténcia de
A. gigas contra infeccdo por A. hydrophila.

Recomenda-se, portanto, a adi¢do de 8 g/kg de Levabom® ou 8 g/kg de extrato de M.
alliacea na dieta de A. gigas, para a promogdo do crescimento e melhoria da imunidade
inata dos peixes.

Recomenda-se a adi¢io de 12 g/kg de Aquatefish® na dieta de A. gigas, para a promogio
do crescimento e melhoria da imunidade inata dos peixes.

Mansoa alliacea tém potencial bioativo para uso na aquicultura, uma vez que possuem
efeitos imunoestimulantes em peixes.

Extrato de M. alliacea e Aquatefish® foram os imunoestimulantes com melhores

resultados para alevinos de A. gigas.



