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RESUMO

A carpa koi (Cyprinus carpio) € uma espécie de grande interesse para a piscicultura, e pesquisas
tém concentrado esfor¢os na investigacdao de produtos naturais como alternativas aos métodos
convencionais para melhorar a nutricdo ¢ a saide dos animais cultivados. O agai (Euterpe
oleracea) ¢ um fruto amazonico que apresenta propriedades antiproliferativas, anti-
inflamatoérias e antioxidantes, configurando-se como um aditivo promissor para uso na nutricao
de peixes. Este estudo avaliou os efeitos da inclusdo de polpa liofilizada de acai em dietas para
juvenis de carpa koi (C. carpio), com foco no crescimento e nos pardmetros
hematoimunologicos. Os peixes foram alimentados durante 60 dias com cinco dietas
experimentais, contendo niveis crescentes de acai (0%, 5 g, 10 g, 15 g e 20 g kg de racdo).
Foram realizadas biometrias quinzenais para avaliar o desempenho produtivo e ajustar a
quantidade de racdo. Ao final do experimento, foram coletadas amostras de sangue para
mensurar o hemograma, as proteinas plasmaticas totais, o titulo antimicrobiano e o titulo
aglutinante. As dietas com 10 g a 20 g kg' de acai na ragdo apresentaram resultados
significativos (p<0,05) para ganho de peso em comparagdo ao grupo controle e a dietacom 5 g
kg™ de agai na racdo, sendo os menores valores observados nos peixes alimentados com grupo
controle e 5 g kg! de agai na ragdo. As dietas com 10 g e 15 gkg! de agai foram mais eficientes
(p<0,05) em termos de conversdo alimentar em comparagdo ao grupo controle e a dieta com 5
g kg'! de acai. Os pardmetros hematolégicos indicaram que dietas com 20 g kg™ de agai podem
aumentar significativamente (p<0,05) o nimero de trombdcitos em comparagdo com grupo
controle, embora ndo tenha havido diferenga na concentracao de proteinas plasmaticas totais.
A atividade antimicrobiana foi maior (p<0,05) nos peixes que receberam as dietas com 15 ¢ 20
g kg™ de acai, em comparagdo ao grupo controle, e o titulo de aglutinacio foi superior (p<0,05)
nos animais alimentados com 5 g, 10 g, 15 g e 20 g kg de acai, em comparacdo ao grupo
controle. Em conclusdo, os resultados indicam que o agai pode ser utilizado como promotor de
crescimento, proporcionando maior desempenho zootécnico e melhor resposta imunoldgica
com aumento da atividade antimicrobiana, titulo de aglutinacao e resposta trombocitaria apos
60 dias de suplementagao.

Palavras-chave: Aquicultura. Imunidade. Crescimento. Fruto Amazonico.



ABSTRACT

The koi carp (Cyprinus carpio) is a species of great interest to fish farmers, and research has
focused on investigating natural products as alternatives to conventional methods to improve
the nutrition and health of farmed animals. Acai (Euterpe oleracea) is an Amazonian fruit that
has antiproliferative, anti-inflammatory and antioxidant properties, making it a promising
additive for use in fish nutrition. This study evaluated the effects of including freeze-dried acai
pulp in diets for juvenile koi carp (C. carpio), focusing on growth and hematoimmunological
parameters. The fish were fed for 60 days on five experimental diets containing increasing
levels of agai (0%, 5 g, 10 g, 15 gand 20 g kg™! of feed). Biometrics were carried out every two
weeks to assess production performance and adjust the amount of feed. At the end of the
experiment, blood samples were taken to measure blood count, total plasma proteins,
antimicrobial titer and agglutinin titer. The diets with 10 g to 20 g kg™! ofagai in the feed showed
significant results (p<<0.05) for weight gain compared to the control group and the diet with 5 g
kg! of agai in the feed, with the lowest values being observed in the fish fed the control group
and 5 g kg! of acai in the feed. Diets containing 10 g and 15 g kg™! of acai were more efficient
(p<0.05) in terms of feed conversion compared to the control group and the diet containing 5 g
kg! of agai. The hematological parameters indicated that diets with 20 g kg™ of agai could
significantly (p<0.05) increase the number of thrombocytes compared to the control group,
although there was no difference in the concentration of total plasma proteins. Antimicrobial
activity was higher (p<0.05) in fish fed diets containing 15 and 20 g kg™ of acai compared to
the control group, and agglutination titer was higher (p<0.05) in animals fed 5 g, 10 g, 15 g and
20 g kg! of agai compared to the control group. In conclusion, the results indicate that acai can
be used as a growth promoter, providing greater zootechnical performance and improved
immune response with increased antimicrobial activity, agglutination titer and thrombocyte
response after 60 days of supplementation.

Keywords: Aquaculture. Immunity. Growth. Amazon Fruit.
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1 INTRODUCAO
1.1 PRODUCAO E PISCICULTURA ORNAMENTAL

A industria de peixes ornamentais ¢ uma atividade altamente lucrativa, movimentando
uma receita de aproximadamente US$ 15 bilhdes ao ano. Esse valor provém da comercializagdo
de equipamentos, acessorios, racdes, medicamentos, entre outros produtos, com destaque para
0s proprios peixes ornamentais. Anualmente, sdo comercializadas mais de 2500 espécies de
peixes ornamentais, gerando uma receita de cerca de US$ 370 milhdes (Duman et al., 2024;
Rezende e Fujimoto, 2021).

A comercializacdo de peixes ornamentais ocorre em mais de 125 paises sendo os
principais exportadores de peixes ornamentais em 2021 Japao (US$ 44,9 milhdes), Cingapura
(US$ 41,7 milhdes), Indonésia (US$ 40,7 milhdes), Holanda (US$ 31,5 milhdes) e Sri Lanka
(US$ 23,1 milhdes). Por outro lado, os principais importadores o Estados Unidos (US$ 74,8
milhdes), a Alemanha (US$ 31,1 milhdes), a Franga (US$ 25,5 milhdes), o Reino Unido (US$
24,4 milhdes) e a China (US$ 19,1 milhdes). (Alam et al., 2024; Dey, 2016; Tribuzy-neto et
al., 2020). Os Estados Unidos sdo reconhecidos como um dos principais paises consumidores,
J& que os peixes ornamentais ocupam o primeiro lugar no ranking de animais domésticos,
estando presentes em mais de 7,2 milhdes de residéncias (Tribuzy-Neto et al., 2020;
Mohammad et al., 2021).

No cenario brasileiro, ha escassez de informacdes detalhadas sobre as exportagdes de
peixes ornamentais. Contudo, o Brasil ¢ reconhecido como um dos principais exportadores,
principalmente devido ao extrativismo na regido amazoOnica, que apresenta uma grande
biodiversidade de espécies com diversas formas, cores e tamanhos (Aratjo et al., 2018;
Fujimoto ef al., 2020; Rezende e Fujimoto, 2021). Em 2016, a receita com exportagdes foi de
aproximadamente US$ 6,5 milhdes, com a comercializagdo de 150 milhdes de espécimes
pertencentes a 375 espécies das familias Potamotrygonidae, Characidae, Doradidae,
Loricariidae, Chilodontidae, Lebiasinidae, Serrasalmidae, Pimelodidae e Pseudopimelodidae
(Tribuzy-Neto et al., 2020).

No mercado interno, a piscicultura ornamental ¢ abastecida principalmente pela criacao
de espécies ndao nativas como o kinguio (Carassius auratus), plati (Xiphophorus maculatus),
espadas (Xiphophorus hellerii), molinésias (Poecilia sphenops), carpas koi (Cyprinus carpio),
guppy (Poecilia reticulata) e betta (Betta splendens) (EPAMIG, 2022; Rezende e Fujimoto,

2021; Santos et al., 2023; Souza e Lima, 2023). Entre as espécies nativas, oriundas do
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extrativismo, destacam-se o acara-disco (Symphysodon discus € Symphysodon aequifasciatus),
acara-bandeira (Pterophyllum scalare), apaiari (Astronotus ocellatus), mato-grosso
(Hyphessobrycon  eques), rtosaceo (Hyphessobrycon erythrostigma), neon verde
(Paracheirodon simulans), rodostomo (Hemigrammus bleheri), borboleta (Carnegiella
strigata) e peixe-lapis (Nannostomus spp.) (Chao et al., 2001; Anjos e Zuanon, 2007; Tavares-
Dias et al., 2009; Borges et al., 2021). Portanto, pesquisas focadas na elaboracao de protocolos
de criagdo para as espécies com ampla aceitacdo no mercado sdo fundamentais para o
desenvolvimento sustentavel da piscicultura de peixes ornamentais, garantindo a producao
constante dessas espécies no mercado (Abe ef al., 2019; Rezende e Fujimoto, 2021; Reis et al.,

2021).

1.2 DOENCAS EM PEIXES ORNAMENTAIS

Os sistemas de criagdo de peixes ornamentais tém passado por constantes
aprimoramentos, abrangendo desde a estrutura das instalagdes até os acoplamentos de
equipamentos auxiliares, como filtros mecanicos e biologicos, com o objetivo de aumentar a
produtividade e a densidade de estocagem (Goswami et al., 2023; Lal et al., 2024; Manan et
al., 2023). No entanto, a intensificagdo da piscicultura tem levado ao aumento nos surtos de
enfermidades, resultando em altas taxas de mortalidade e significativas perdas econdmicas
(Balbarau et al., 2023; Debnath et al., 2024). Dessa forma, as doengas tornaram-se um dos
principais obstaculos para a criagdo de peixes ornamentais (Sicuro et al., 2020; Mcdermott e
Palmeiro, 2020).

Os peixes ornamentais em criacdo sao constantemente desafiados por diversos fatores
estressantes, como manejo inadequado, nutri¢do insuficiente, ma qualidade da agua e alta
densidade populacional, o que pode desestabilizar a homeostase e deixar os animais suscetiveis
a infecgdes por agentes patogénicos (Santos ef al., 2017). As infec¢cdes em peixes podem ser
causadas por diversos agentes patogénicos, incluindo virus, fungos, parasitos e bactérias. Um
exemplo de infecgdo viral € o virus do edema das carpas, uma doenca infecciosa emergente que
apresenta alta morbidade e mortalidade (Ouyang et al., 2020), as infec¢des fingicas ja foram
associadas ao agente Saprolegnia parasitica e a infectividade de seus zodsporos em ovos de
Pterophyllum scalare, como descrito por Meneses et al. (2021). Além disso, parasitos como os
acantocéfalos, que se fixam a mucosa gastrointestinal, foram relatados por Buchmann e Karami

(2024). Também ¢ importante mencionar as bactérias do género Aderomonas spp., que podem
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causar doengas em peixes € outros animais aquaticos, conforme documentado por Hossain e
Heo (2021) e Metin ef al. (2024).

Entre os grupos de enfermidades, as infecgdes bacterianas sdo particularmente
preocupantes devido a rapida proliferagao e disseminacdo dos patdogenos, sendo responsaveis
por surtos de mortalidade significativa (Walczak et al., 2017; Cardoso et al., 2021, 2022).
Diversos patogenos tém causado taxas alarmantes de mortalidade em espécies de peixes de
grande valor comercial e ornamental. Em C. carpio koi, foi documentada uma mortalidade
superior a 50% devido a infeccao pelo patdogeno bacteriano Proteus hauseri. Este patdogeno €
conhecido por sua capacidade de causar infeccdes sist€micas graves, resultando em lesdes
necroticas extensas que comprometem a sobrevivéncia dos peixes (Kumar et al., 2015).

Em Carassius auratus (peixe-dourado), uma taxa de mortalidade de 63,3% foi
observada devido a infec¢ao por Bacillus licheniformis, uma bactéria que se caracteriza por sua
resisténcia a condigdes ambientais adversas e por sua capacidade de formar esporos, o que
dificulta o controle da infec¢do. Esta bactéria pode causar septicemia hemorragica, levando a
uma rapida deterioragdo da satde dos peixes e, consequentemente, a sua morte (Saha e
Bandyopadhyay, 2020). Um registro mais alarmante foi observado com mortalidade de 100%
em C. carpio koi devido a infec¢do por Pseudomonas alcaligenes (Bai et al., 2021). Este
patogeno ¢ particularmente virulento, provocando uma infec¢do fulminante que nao apenas
compromete a saude dos peixes, mas também se espalha rapidamente em ambientes de cultivo,
resultando na morte total dos individuos infectados. A capacidade dessa bactéria de evadir o
sistema imunoloégico dos peixes e sua resisténcia a tratamentos antimicrobianos tornam essa
infec¢ao especialmente dificil de controlar (Bai et al., 2021; Pekala-Safinska et al., 2024).

Outra bactéria patogénica de relevancia na criagdo de peixes ornamentais pertence ao
género Aeromonas (Duman et al., 2024; Oliveira et al., 2024). Foram relatadas infec¢des por
Aeromonas em Poecilia reticulata (Duman et al., 2024; Hossain et al., 2020), Xiphophorus
hellerii (Das et al., 2021), Carassius auratus (Shameena et al., 2020), Danio rerio (Srinivasan
et al., 2020) e C. carpio koi (Alavinezhad ef al., 2021; Wang et al., 2023). Dentro deste género,
a espécie Aeromonas hydrophila destaca-se por ser uma bactéria Gram-negativa em forma de
bacilo, ndo produtora de esporos, responsavel por surtos de mortalidade devido aos danos
severos que causa nos hospedeiros, tais como septicemia hemorragica, hemorragias, exoftalmia
e hidropsia abdominal (Dhanapala et al., 2021; Thanh et al., 2021; Metin et al., 2024).

A alta capacidade de causar mortalidade desta espécie esta associada aos seus fatores de
viruléncia e a presenga de genes de resisténcia, que sdo modificados pela administragao

inadequada de antibioticos durante os tratamentos (Imtiaz et al., 2024; Jiang et al., 2024; Preena
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et al., 2020). As diversas formas de viruléncia, como toxinas ¢ enzimas extracelulares, sistemas
de secre¢do, biofilmes, componentes estruturais € mecanismos de aquisi¢do de ferro, aumentam
a capacidade da bactéria de resistir as barreiras fisicas ¢ ao sistema imunoldgico dos peixes,
provocando quadros graves de enfermidade que podem evoluir para a morte (Shameena et al.,
2020; Fauzi et al., 2021).

Portanto, a nutrigdo emerge como uma estratégia fundamental no uso de nutracéuticos
e imunoestimulantes, que tém o potencial de modular e fortalecer o sistema imunologico dos
peixes de maneira mais eficiente e direcionada (Pohlenz e Gatlin, 2014; Pradhan et al., 2024).
Embora a suplementagdo nutricional adequada possa aumentar o nimero total de leucocitos, €
importante destacar que esse aumento, por si sO, ndo garante uma resposta imunolédgica eficaz
(Zhang et al., 2024). O foco deve estar na melhoria da qualidade e funcionalidade das células
imunologicas, como a atividade fagocitica e a resposta humoral (Falco et al., 2024; Pohlenz e
Gatlin, 2014). Estes fatores sdo cruciais para conferir aos peixes uma resisténcia mais robusta
contra enfermidades, especialmente as de origem bacteriana (Pradhan et al., 2024; Vijayaram,
S. et al., 2023; Zhang et al., 2024). Assim, o uso de nutrac€uticos visa nao apenas aumentar
quantitativamente os componentes do sistema imunologico, mas também aprimorar
qualitativamente a resposta imune, garantindo uma defesa mais eficaz e duradoura contra

patdgenos.

1.3 ESTRATEGIAS NA PISCICULTURA ORNAMENTAL

A intensificagdo dos sistemas de criagao levou ao aumento na produgdo durante os ciclos
produtivos e, para evitar possiveis infecgdes ou até mesmo a mortalidade dos peixes,
comumente sdo utilizados quimioterapicos e antibidticos diretamente na 4gua, como forma de
prevencgdo e tratamento (Saengsitthisak et al., 2020; Dhanapala et al., 2021). Diante disso, Os
efeitos negativos decorrentes do descarte destes produtos devido as inadequadas concentragdes
utilizadas, muitas vezes de forma equivocada e sem parecer técnico de profissionais, promovem
a selecdo de genes de resisténcia aos produtos utilizados, risco ao ambiente, a saude do
manipulador, danos a nivel tecidual no hospedeiro e baixa eficacia em tratamentos (Liu et al.,
2021; Hemamalini et al., 2022).

Dessa forma, para garantir a sustentabilidade na piscicultura ornamental, estratégias
vem sendo foco de pesquisa com intuito de substituir o uso dos quimioterapicos e antibioticos,
favorecendo o crescimento dos animais, modulagdo do sistema imunologico e a resisténcia a

enfermidades patogénicas (Sotoudeh & Yeganeh, 2017; Mehdinejad et al., 2018).
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Assim, ha relatos promissores com estratégias nutricionais ocasionando efeitos
benéficos aos peixes ornamentais, como aumento de enzimas digestivas, da vilosidade
intestinal, de leucoécitos, de atividade de lisozima, atividade fagocitica e imunoglobulina, que
reflete diretamente na saude do hospedeiro, no desempenho crescimento ¢ na reproducao
animal (Mehdinejad et al., 2018; Rezaei Aminlooi et al., 2021). Dentre essas estratégias,
destaca-se o uso de probidticos, como Enterococcus faecium em dietas para Pterophyllum
scalare (Dias et al., 2019), 6leo essencial, como o alho em dietas para Heros severo (Campelo
et al., 2020), fitoterapico, como de Mentha piperita para Cyrtocara moorii (Can e Sumer, 2019)
e imunoestimulantes, como vitamina C para Symphysodon haraldi (Liu et al., 2019).

Neste contexto, Paital (2018) relatou que existe uma demanda por busca de estratégias
que garantam maior saude e sobrevivéncia de peixes cultivados, com as chamadas dietas
nutrac€uticas, que sao alimentos ou parte do alimento, que beneficia a saude do hospedeiro,
potencializando as fungdes fisioldgicas ou metabolicas sem efeito negativo ao ambiente, ao
manipulador e ao hospedeiro. No entanto, esses produtos ainda sdo pouco explorados na
alimentacao de peixes, podendo ser uma alternativa eficaz nas dietas, além de ser uma fonte de

energia € a0 mesmo imunomoduladora e imunoestimulante.
1.4 CARPA KOI (Cyprinus carpio)

A carpa koi, ¢ uma variedade ornamental da carpa comum (Shi ef al., 2024). Este peixe
¢ amplamente reconhecido por suas cores vibrantes e padrdes distintos, que variam entre
vermelho, laranja, amarelo, preto, azul e branco (David et al., 2004; Sirisidthi et al., 2015; Shi
et al., 2024). As koi sao popularmente criadas em tanques e lagos de jardins, sendo valorizadas
por sua beleza estética, especialmente em paises asiaticos (Fauzan et al., 2024; Sirisidthi et al.,
2015). Caracteristicamente, C. carpio apresenta um corpo robusto e alongado, com nadadeiras
arredondadas e uma boca terminal que possui pequenos barbilhdes (Kock e Gomelsky, 2015).

Originaria da Asia, especificamente China e Japdo, o C. carpio foi gradualmente
selecionada por suas mutagdes coloridas, resultando nas koi ornamentais que conhecemos hoje
(David et al., 2004; Kock e Gomelsky, 2015; Shi et al., 2024). Este processo de selecdo foi
particularmente intensificado no Japdo, onde a criacdo de koi se tornou uma arte refinada
durante o periodo Edo (Endo et al., 2024; Greene, 2004). A distribuicdo geografica de C. carpio
¢ atualmente global, com populagdes estabelecidas em lagos artificiais, tanques e jardins
aquaticos em todo o mundo (EPAMIG, 2022; Rezende e Fujimoto, 2021). Além de Japdo e

China, paises como Estados Unidos, Reino Unido, Alemanha e Brasil também possuem
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comunidades dedicadas a criagdo e manutencdo de peixes com finalidades ornamentais (Alam
et al., 2024; Dey, 2016; Tribuzy-neto et al., 2020).

Além disso, C. carpio ¢ uma das espécies de peixes mais cultivadas em todo o mundo,
desempenhando um papel significativo tanto na aquicultura ornamental quanto na producao de
alimentos, com uma produg¢ao estimada 4 milhdes de toneladas no ano de 2022 (FAO, 2024;
Putri e Dewi, 2019). No setor recreativo, as carpas sao altamente valorizadas por sua beleza e
variedade de cores, o que impulsiona o mercado de peixes ornamentais (Putri e Dewi, 2019;
Shi et al., 2024). Essa flexibilidade de finalidades faz da carpa uma espécie essencial tanto do
ponto de vista econdmico quanto ornamental e nutricional (FAO, 2024; Putri e Dewi, 2019).

A espécie C. carpio exerce significativa importancia na comercializacdo de espécimes
do mercado ornamental de aquarismo e paisagismo aquatico (EPAMIG, 2022; Whittington e
Chong, 2007). Elas sdo frequentemente comercializadas por valores elevados, dependendo de
sua genética, padrao de cores, tamanho e idade (David et al., 2004; Shi et al., 2024). Além
disso, a aquariofilia impulsiona um mercado secunddrio de acessorios, alimentacdo
especializada e infraestrutura de tanques e lagos (Ladisa et al., 2017; Munguti et al., 2024).
Este mercado global tem crescido consistentemente, refletindo o continuo interesse de
investimentos na industria aquariofilia, bem como no setor de prevengdo e tratamento de
doencas de organismos aquaticos (Rezende e Fujimoto, 2021).

Recentemente, diversos estudos cientificos t€ém explorado o uso de imunoestimulantes
naturais na alimentagao de C. carpio, visando melhorar sua saude e resisténcia a doengas (Chen
et al., 2024; Kuebutornye et al., 2024). Ensaios experimentais demonstraram que suplementos
na dieta, como extratos de plantas e probioticos, podem potencializar o sistema imunoldgico
das koi, resultando em melhor crescimento e menor incidéncia de doengas (Kuebutornye et al.
2024; Razavi Amria et al., 2024). Por exemplo, um estudo de Yousefi et al. (2020) mostrou
que a suplementacdo com extrato de alho aumentou significativamente a resposta imunologica
e a resisténcia ao estresse de C. carpio. Estes achados sdo promissores para a aquicultura,
indicando que a inclusdo de imunoestimulantes naturais na ragdo pode ser uma estratégia eficaz
para promover a saude e o bem-estar de C. carpio em ambientes de criagcdo (Kuebutornye et
al., 2024).

Na literatura, o protocolo de criacdo para o C. carpio, aponta fatores como a densidade
de estocagem e manejo alimentar para as larvas (Janakiraman e Altaff, 2014), sistema
imunologico com suplementagdo com o6leo essencial de Lippia sidoides na dieta de C. carpio
(Medeiros et al., 2023), bem como efeitos do 4cido clorogénico (CGA) melhorando a cor

corporal, a atividade antioxidante, os parametros bioquimicos e a resposta imune das carpas koi
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(Xu et al., 2022), proteina na dieta (Kwasek et al., 2010) e o uso de probidtico na dieta (Xia et
al., 2024). Contudo, ainda faltam informagdes quanto a resisténcia a doengas e melhoria do
sistema imunolégico com a inclusdo de nutracéuticos na dieta, podendo ser uma estratégia

eficaz na criagdo desta espécie.
1.5  ACAI (Euterpe oleracea)

O acai ¢ um fruto originario da Amazonia brasileira, conhecido pelo seu valor
nutricional e seus beneficios para a satide. E produzido principalmente pelas palmeiras Euterpe
oleracea e Euterpe precatoria, sendo as espécies mais cultivadas comercialmente (Silveira et
al.,2023). A palmeira de agai, vive em torno de 20 a 25 anos e € encontrada principalmente em
areas de varzea (Oliveira e Schwartz, 2018). O fruto ¢ pequeno, redondo e de coloragdo roxa
escura, quase preta, quando maduro (Oliveira e Schwartz, 2018; Silva, 1., et al., 2023). A
Euterpe oleracea ¢ a mais cultivada devido a sua alta produtividade e a qualidade da polpa do
fruto (Silva, A., et al., 2020; Silva, 1., et al., 2023).

Os constituintes primarios quimicos do agai incluem uma vasta gama de compostos
bioativos (Almeida et al., 2020; Heinrich et al., 2011). Entre os mais importantes estao os
antioxidantes, especialmente antocianinas, que sdo responsaveis pela coloragdo roxa do fruto
(Inécio et al., 2013; Pacheco-Palencia et al., 2009; Vannuchi et al., 2022). Além disso, o acai
contém acidos graxos essenciais, como o acido oleico (6mega-9) e o acido linoleico (6mega-
6), que sao benéficos para a saude cardiovascular em roedores (Almeida et al., 2020; Oliveira
e Schwartz, 2018). O fruto também ¢ rico em fibras, que auxiliam na digestdo e promovem a
saciedade, e em vitaminas, como a vitamina A, vitamina C e diversas vitaminas do complexo
B. Minerais como ferro, calcio e potassio também estdo presentes em significativas quantidades
(Bichara e Rogez, 2011; Oliveira e Schwartz, 2018). Estes estudos revelaram um teor total de
acidos graxos insaturados de 73,9%, a presenca de esterdis como B-sitosterol, campesterol e
sigmasterol, além de uma concentracdo de aminoacidos de 7,59%, com um total de dezenove
aminoacidos identificados, conforme descrito por Schauss et al. (2006).

Os beneficios do consumo de agai sdo amplamente estudados e reconhecidos humanos
e roedores (Almeida et al., 2020). Devido ao seu alto teor de antioxidantes, o acai pode ajudar
a combater o estresse oxidativo, reduzindo o risco de doengas cronicas como cancer e doencas
cardiacas (Fragoso et al., 2013; Silva, M., et al., 2021). Os acidos graxos presentes no acai
contribuem para a saude cardiaca, enquanto as fibras ajudam a regular o sistema digestivo

(Bichara e Rogez, 2011). Além disso, a presenca de vitaminas e minerais essenciais refor¢a o



20

sistema imunoldgico e promove a saude geral do organismo (Heinrich ez al., 2011). Com todos
esses beneficios, o agai é considerado um superalimento (Tacer-Caba, 2019).

As propriedades do agai estdo associadas a atividades antiproliferativas, anti-
inflamatoérias, antioxidantes e cardioprotetoras, caracteristicas que sdo promissoras para o
desenvolvimento de tecnologias e produtos voltados para a aquariofilia. Estudos de Hogan et
al. (2010), Reverter et al. (2014) e Yanong (1999) reforcaram a importancia das atividades
biolégicas do acai. Além disso, estudos in vitro conduzidos por Sprenger et al. (2016)
demonstraram que tanto a polpa quanto as sementes de E. oleracea exibem atividade
antimicrobiana contra Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. Estes achados sugerem que o uso fitoterapico do acai pode ser uma alternativa
sustentavel, vidvel e acessivel para o tratamento e prevencdo de doengas, ampliando as
possibilidades de aplicacdao do fruto em diferentes areas da saude e bem-estar.

Além disso, algumas das respostas terapéuticas do acai E. oleracea em organismos
aquaticos podem ser observadas no quadro 1, podendo ser uma alternativa eficaz para melhorar

o desempenho ¢ a sanidade de animais em cativeiro.
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Quadro 1 - Principais artigos utilizando agai Euterpe oleracea na dieta de organismos aquaticos e seus principais

efeitos terapéuticos.

apresentarm |niveis de PL

Desafio de Referén
Espécies | Doses de inclusdo | Periodo | estresse/toxico/patoge Efeitos cias
no
Peixes alimentados com EO 1,25%
EO (0,00; 0,63; Submetidos a transporte| ¢ 10,0%, TCAHT em 42% e 53%. | Silva et
1,25; 2,50; 5,00 ¢ | 30 dias | simulado por 3, 6, 12 ¢ | Assim como em EO 5,0% — 10,0%| al
10,0%) 24 h JPL no cérebro, branquias e figado| (2024)
em até 12 h
Col Peixes alimentados com EO 50 -
olossom 100 g kg !, Tpeso corporal final, |T. Silva,
a EO (6,3; 13;25; 50 . L
opo €100 gkg ) 30 dias - TCA; | triglicerideo muscular nos | ef al.
ZZ; P tratamentos com EQ; os (2023)
tratamentos 13 a 100 g kg "' 1CAT
Controle (SF 0,9%; ip); | Nos grupos PTZ EO 5,0 - 10,0%,
PTZ (PTZ 1 kg - Isivo; .
Controle (0.0% ‘ ( 50 mg kg lcomportament(? convg Sivo; Silva, ef
. 1 ip); PTZ EO 5,0%; 10,0% EO na dieta evitou o
EO) e (5,0% e 30 dias o . 1 al.
10,0% EO) PTZ EO 10,0% e BDZ- | aumento da amplitude média das (2021)
’ PTZ (BDZ Diazepam | ondas do EEG em 80%; |60% de
10 mg kg "' ip) PL com a dieta 10,0% de EO
1° experimento EO 1° No 1° experimento, Tcapacidade
(0,0%; 2,5; 5,0; | experime antioxidante frente aos radicais
10,0; 20,0; 40,0 e [nto 7 dias; peroxila dos bioflocos ¢ |PL no |Colombo
80,0 mg L); 2° 2° - grupo tratado com 20,0 mg L' de | , et al.
experimento EO | experime EO. No 2° experimento, 7 S, GP e | (2023a)
(0,0%; 5,0; 20,0 e | nto 27 CA no grupo tratado com 20,0 mg
80,0 mg L) dias L' de EO
O dano lipidico foi atenuado apds
o tratamento com 20 mg L' de Colombo
EO (0,0%; 5,0; . EO; A aplicacdo de 20 mg de L-1
44| 30 dias - L ,etal.
20,0 e 80,0 mg L) de EO aumentou a altura média e a
. . o (2023b)
area das microvilosidades do
intestino médio
|Niveis de GSH dos tecidos
Penaeus CTR (dieta musculares nos tratamentos T, A e
vannamei | controle); T (pd T+A; TAtividade de GST no
.lioﬁlizadf) de . Saxitoxina (STX) hepat(ipﬁnc?reas do tratamento T e | Ramos
Trichodesmium sp.| 30 dias cianotoxina neurotéxica nas branquias dos tratamentos A e | et al.
0,8 pgg-1); A xina NEUTOIOXICR) 1 A, Diminuigio dos (P-SH) nas | (2022)
(10% de EO) e a branquias do tratamento T+A e
combinagdo T+A Iniveis de (MDA) no
hepatopancreas do tratamento T+A
EO dietética tniveis de GSH no
hepatopancreas e branquias dos
0.0% (dieta Cianotoxina (NOD) _ cam.ar~6es‘ exp.ostos~é NOD; A Schmitz,
. (0,00; 0,25; e 1,00 pg L| exposicao a toxina ndo modificou
controle) e 10,0% | 30 dias ] .. etal
EO (p/p) ) com 96 h de a atividade da GST em todos os (2020)
PP exposi¢do orgaos; Animais da dieta EO

muscular quando expostos 8 NOD
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Desempenhos decrescimento e
sobrevivéncia ndo foram afetados

la inclusa i ieta; A | Sil
EO (0.0%, 2.5%. . pe 2.1 inc u~sao de ag’al na dieta; Silva, et
5.0% e 10,0% P/P) 43 dias - inclusdo de agai modula o al.
’ ’ contetido de flavonéides nas (2020)
branquias de L. vannamei € nos
bioflocos do sistema de cria¢ao
JACAP das branquias em ambas
as dietas quando expostas a
Exposicio a quatro amonia, enquanto no musculo, o
. i ACAP; Os nivei
0,0% (dieta concentragoes de acal promOV?u f . ,S HVEIS colombo
. . 1PL nas branquias ¢ musculo;
controle) e 10,0% | 35 dias | amonia (0,01-controle; Atividade da 1GST no etal
EO (p/p) 0,26; 0,48 € 0,91 mg L"! . . (2020)
hepatopancreas em camardes
de NH3 - N) por 96 h . Lo e
alimentados com agai facilitando a
desintoxicagdo de subprodutos da
PL
H. severus (0,0%; Um efeito quadratico foi
H 0,50%; 1,00% e observado no desempenho
eros : .
2,00% de EOO zootecnico para ambas as espécies
severus € . . . . . | Moura,
dietético) ¢ P. . de peixes; A taxa de sobrevivéncia
Pterophyl 30 dias - . . etal.
um scalare (0,0%; ¢ a uniformidade do lote para P. (2022)
scalare 0,5%; 1,0%; 2,0% scalare e H. severus, a inclusdo de
e 4,0% de EOO EOO dietético foi benéfica em até
dietético) 2,48% e 0,88%, respectivamente
TO (6%-0leo de No figado, os niveis de espécies
Oreochro soja), T1 (1%- reativas de oxigénio foi | em’ Tl., Leite, et
. ACALI; 5%-S0Y), . T3 e T6; |PL em T3 e T6; Niveis
mis 31 dias - , . . al.
ot T3 (3% ACAI de 6xido nitrico foram menores em (2021)
niloticus .. .
3%-S0Y) e T6 T6; A atividade da glutationa
(6%-acai) peroxidase foi T em T3 e T6
In vitro, os extratos demonstraram
potente capacidade redutora de
ions férricos, atividade de
Dani eliminagdo de radicais e inibi¢do | Kim, et
ar.zzo - 28 dias - da oxidac¢@o de lipoproteina de al.
rerio ; i i
baixa densidade (LDL); Peixes | (2021)

alimentados com acai
demonstraram 1 atividade sérica de
CT e CETP

Siglas quadro 1: EO - E. oleracea liofilizada; CPHT - Capacidade Antioxidante Hepatica Total; PL - Peroxidagio
Lipidica; CAT - Capacidade Antioxidante Total; SF - Solucdo Fisioldgica; BDZ - Diazepam; PTZ -
Pentilenotetrazol; EEG - Eletroencefalografia; S - Sobrevivéncia; GP - Ganho de peso; CA - Conversdo Alimentar;

GSH - Glutationa reduzida; GST - Glutationa-S-transferase; P-SH -

Grupos sulfidrila proteicos; MDA -

Malondialdeido; ACAP - Capacidade antioxidante total; EOO - Oleo essencial de Euterpe oleracea; CETP -
Proteina de transferéncia de éster de colesterol; CT - Colesterol total.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
e Avaliar a inclusdo de polpa liofilizada de frutos de agai Euterpe oleracea em dietas para
juvenis de carpa koi C. carpio no desempenho produtivo e parametros

hematoimunologicos.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a influéncia da inclusao de polpa liofilizada de frutos de agai E. oleracea na
dieta sobre o desempenho zootécnico de juvenis de C. carpio;

2. Avaliar os niveis de compostos fendlicos, flavonoides, teor de taninos, carotenoides e
potencial antioxidante (%), apds processo de inclusao de polpa liofilizada de frutos de
acai E. oleracea e repeletizacao da racao;

3. Avaliar os parametros imunologicos e hematologicos em juvenis de C. carpio
alimentados com polpa liofilizada de frutos de acai E. oleracea na ragao;

4. Avaliar os niveis de compostos fendlicos, flavonoides, teor de taninos, carotenoides e
potencial antioxidante (%), da musculatura e pele de juvenis de C. carpio ap6s 60 dias

de alimentagdo com polpa liofilizada de frutos de agai E. oleracea na ragao.

3 ESTRUTURA DO TRABALHO
A presente dissertagdao ¢ composta por um artigo cientifico, que sera submetido a revista

Aquaculture.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

CAPITULO I: IMPACTO DA SUPLEMENTACAO DIETARIA DE POLPA
LIOFILIZADA DE FRUTOS DE Euterpe oleracca NOS PARAMETROS
HEMATOIMUNOLOGICOS E DESEMPENHO ZOOTECNICO DE Cyprinus carpio
(LINNAEUS, 1758)
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RESUMO

Ingredientes naturais amazonicos tém demonstrado resultados promissores na aquicultura. O
acai Euterpe oleracea apresenta-se como um ingrediente viavel e promissor, possuindo
beneficios como ganho de peso, atividades antiproliferativas, anti-inflamatérias e antioxidantes.
Este estudo avaliou os efeitos da inclusao de agai em dietas para juvenis de carpa koi Cyprinus
carpio como promotor de crescimento € nos parametros hematoimunologicos. Os peixes foram
alimentados durante 60 dias com cinco dietas experimentais contendo niveis crescentes de agai
(0%, 5, 10, 15 € 20 g kg'"). Foram realizadas biometrias quinzenais para avaliar o desempenho
produtivo e ajustar a quantidade de ragdo. Ao final do experimento, foram coletadas amostras
de sangue para mensurar o hemograma, as proteinas plasmaticas totais, o titulo antimicrobiano
e o titulo aglutinante. As dietas com 10 g a 20 g kg de acai na ragdo apresentaram resultados
significativos (p<0,05) para ganho de peso em comparacdo ao grupo controle e a dietacom 5 g
kg! de acai na racdo, sendo os menores valores observados nos peixes alimentados com grupo
controle e 5 g kg! de acai na ragdo. As dietas com 10 g e 15 g kg™! de acai foram mais eficientes
(p<0,05) em termos de conversdo alimentar em comparacdao ao grupo controle e a dieta com 5
g kg! de agai. Os pardmetros hematologicos indicaram que dietas com 20 g kg™ de acai podem
aumentar significativamente (p<0,05) o nlimero de trombocitos em comparacdo com grupo
controle, embora ndo tenha havido diferenca na concentracdo de proteinas plasmaticas totais.
A atividade antimicrobiana foi maior (p<0,05) nos peixes que receberam as dietas com 15 e 20
g kg! de agai, em comparagdo ao grupo controle, ¢ o titulo de aglutinagdo foi superior (p<0,05)
nos animais alimentados com 5 g, 10 g, 15 g € 20 g kg"' de acgai, em comparagdo ao grupo
controle. Em conclusdo, os resultados indicam que o acai pode ser utilizado como promotor de
crescimento, proporcionando maior desempenho zootécnico e melhor a resposta imunologica
com aumento da atividade antimicrobiana, titulo de aglutinacdo e resposta trombocitaria apds
60 dias de suplementagdo.

Palavras chave: Aquicultura. carpa koi. Nutri¢do. Imunidade. Agai liofilizado.
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ABSTRACT

Amazonian natural ingredients have shown promising results in aquaculture, with acai (Euterpe
oleracea) emerging as a viable and promising ingredient due to its benefits, including weight
gain, antiproliferative, anti-inflammatory, and antioxidant activities. This study evaluated the
effects of including acai in diets for koi carp (Cyprinus carpio) juveniles as a growth promoter
and on hemato-immunological parameters. The fish were fed for 60 days with five experimental
diets containing increasing levels of acai (0%, 5, 10, 15, and 20 g kg™). Biometric assessments
were conducted every two weeks to evaluate productive performance and adjust the amount of
feed. At the end of the experiment, blood samples were collected to measure the hemogram,
total plasma proteins, antimicrobial titer, and agglutination titer. Diets with 10 g to 20 g kg™! of
acai in the feed showed significant results (p<0.05) for weight gain compared to the control
group and the diet with 5 g kg™! of acai, with the lowest values observed in fish fed with the
control group and 5 g kg! of acai. Diets with 10 g and 15 g kg™! of agai were more efficient
(p<0.05) in terms of feed conversion compared to the control group and the diet with 5 g kg
of acai. Hematological parameters indicated that diets with 20 g kg™ of acai could significantly
increase (p<0.05) the number of thrombocytes compared to the control group, although there
was no difference in the concentration of total plasma proteins. Antimicrobial activity was
higher (p<0.05) in fish that received diets with 15 and 20 g kg of acai, compared to the control
group, and the agglutination titer was higher (p<0.05) in animals fed with 5 g, 10 g, 15 g, and
20 g kg of acai, compared to the control group. In conclusion, the results indicate that acai can
be used as a growth promoter, providing greater zootechnical performance and better immune
response with increased antimicrobial activity, agglutination titer, and thrombocyte response
after 60 days of supplementation.

Keywords: Aquaculture. koi carp. Nutrition. Immunity. Acali.
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4.1 INTRODUCAO

A aquariofilia uma das principais atividades recreativas de criacdo de animais
domésticos no mundo, com destaque para os paises asiaticos (Dey, 2016; Tribuzy-Neto ef al.,
2020). No Brasil, a aquariofilia representou o equivalente a 20,8 milhdes de animais no
segmento pet, alcancando a quarta colocacdo mundial na aquisi¢ao de peixes ornamentais, com
os EUA na lideranga do ranking, seguidos pela China e pelo Reino Unido (Abinpet, 2022).

A carpa (Cyprinus carpio) ¢ uma das espécies de peixes mais cultivadas em todo o
mundo, desempenhando um papel significativo tanto na aquicultura ornamental quanto na
producdo de alimentos, com sua producdo estimada 4 milhdes de toneladas no ano de 2022
(FAO, 2024; Putri e Dewi, 2019). No setor recreativo, as carpas sao altamente valorizadas pela
sua beleza e variedade de cores, o que impulsiona o mercado de peixes ornamentais (Putri e
Dewi, 2019; SHI et al., 2024). Além disso, a carpa ¢ uma importante fonte de proteina para
consumo humano, sendo criada em sistemas de aquicultura intensiva que visam atender a
crescente demanda por alimentos saudéaveis e sustentaveis (FAO, 2024). Essa dualidade de
finalidades faz da carpa uma espécie essencial tanto do ponto de vista econdmico quanto
nutricional (FAO, 2024).

No Brasil, no mercado de peixes ornamentais, a carpa (Cyprinus carpio) ¢ a segunda
espécie exotica mais comercializada, ficando atrds apenas do kinguio (Carassius auratus). Sua
popularidade deve-se a sua diversidade de cores, padrdes e formas, o que a torna altamente
desejada por criadores e colecionadores (Brasil ef al., 2019; Putri e Dewi, 2019; SHI et al.,
2024). Além disso, a carpa desempenha um papel importante em ambientes ornamentais, como
lagos e aquérios, sendo uma escolha frequente em projetos paisagisticos (Brasil ef al., 2019).
Destaca-se por sua variedade de cores e padroes, sendo amplamente criada por sua popularidade
e alto valor no mercado internacional (Whittington e Chong, 2007). Contudo, a satide dos peixes
¢ uma questdo preocupante para os piscicultores ornamentais, pois os sistemas de criagao
podem predispor os peixes a fatores estressantes, tornando-os suscetiveis a agentes patogénicos
e, consequentemente, causando grandes perdas econdmicas nas criagdes (Wanja et al., 2020).

Na aquicultura, os sistemas de criag@o intensiva estdo constantemente sujeitos a fatores
estressantes, como manejo, nutricao, qualidade da agua e densidade, entre outros, o que pode
ocasionar o desequilibrio da homeostase, deixando os animais suscetiveis a infecgdes (Santos
et al., 2017). Dentre os grupos de enfermidades, ha relatos de infec¢cdes causadas por virus
(Ouyang et al., 2020), fungos (Meneses et al., 2021), parasitos (Mathews et al., 2020) e

bactérias (Hossain e Heo, 2021). Dessa forma, a nutricdo torna-se um meio estratégico mais
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viavel para o uso de nutracéuticos e imunoestimulantes, com capacidade de melhorar o sistema
imunologico através do aumento de leucécitos, atividade fagocitica e humoral, bem como
reduzir o estresse oxidativo, refletindo em maior resisténcia do hospedeiro contra enfermidades
(Gupta et al., 2021).

Diante disso, a busca por estratégias alternativas na nutri¢do torna-se necessaria para o
desenvolvimento de uma piscicultura sustentavel. Alternativas como a suplementacdo com
produtos vegetais dietarios com extrato de Pandanus tectorius na concentragio de 20 g kg™
mostraram resultados significativos no ganho de peso, parametros antioxidantes séricos,
fortalecimento da imunidade e aumento da resisténcia a doencas em C. carpio (Cheng et al.,
2022; Lockyer e Stanner, 2016; Prajwal et al., 2017).

Neste ambito, o uso de aditivos alimentares torna-se uma opg¢ao vidvel na aquicultura,
demonstrando resultados positivos em acara-do-congo (Cichlasoma nigrofasciatum), onde
observaram-se maiores taxas de fecundidade e eclosao quando alimentados com ragdo contendo
150 mg kg™ de 6leo essencial de erva-doce (Foeniculum vulgare) (Sotoudeh e Yeganeh, 2017),
e aumento da capacidade antioxidante e imunomoduladora em juvenis de carpa comum (C.
carpio) com a inclusdo de 15 g kg™ de 6leo essencial de orégano na dieta (Origanum vulgare)
(Abdel-Latif et al., 2020).

O agai, Euterpe oleracea possui potencial para a cadeia produtiva da aquariofilia (Moura
et al., 2022) e apresenta-se como uma fonte alternativa e promissora de ingrediente (Silva et
al., 2023a), uma vez que seus frutos apresentam caracteristicas fitoquimicas e farmacolédgicas
com potencial terapéutico (Heinrich et al., 2011; Leite et al., 2021). Estudos utilizando acai
como ingrediente foram foco de pesquisa, confirmando resultados satisfatorios sobre o
crescimento, biomarcadores metabdlicos, atividade antioxidante e cor da pele de juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum) (Heinrich et al., 2011; Laurindo ef al., 2023). Os estudos
de Moura et al. (2022) mostraram efeitos positivos da adi¢do de agai em concentragdes de até
4% na dieta de peixes ornamentais como o acard Heros severus e acard bandeira Pterophyllum
scalare. Além disso, houve melhora no desempenho produtivo e ganho de peso de camardes
marinhos Penaeus vannamei criados em sistema de bioflocos contendo 80,0 mg L' de 4gua
(Colombo et al., 2023a), demostrando o potencial terapéutico de seus componentes
fitoquimicos (Ahmadifar et al., 2021, Silva et al. 2023a).

Os principais constituintes quimicos do agai sdo polifendis, antocianinas e flavonoides
(Inacio et al., 2013; Pacheco-Palencia et al., 2009; Vannuchi et al., 2022). Aminoacidos, acidos
graxos € outros nutrientes foram investigados em estudos utilizando agai liofilizado,

evidenciando um teor total de acidos graxos insaturados de 73,9%, presenca de B-sitosterol,
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campesterol e sigmasterol, ¢ uma concentracdo de aminoacidos de 7,59%, com um total de
dezenove aminodcidos relatados no estudo de Schauss et al. (2006). Como sao poucos os
estudos, mais informacdes sobre seu uso para animais ¢ humanos sdo necessarias (Del Pozo-
Insfran et al., 2004).

As propriedades do acai apresentam relagdes com atividades antiproliferativas, anti-
inflamatérias, antioxidantes e cardioprotetoras, que sdo fatores favordveis para o
desenvolvimento de tecnologia e produtos para aquariofilia (Hogan et al., 2010; Reverter et al.,
2014; Yanong, 1999). Além disso, estudos in vitro realizados por Sprenger et al. (2016)
demostraram que a polpa e sementes de E. oleracea apresentaram atividade antimicrobiana
contra Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa (Sprenger
et al.,2016). Isso demonstra que o uso fitoterapico do acai pode ser uma alternativa sustentavel,
vidvel e acessivel para o tratamento e prevengdo de doengas (Sprenger et al., 2016). Dessa
forma, este estudo objetivou avaliar os efeitos da inclusdo de acai na dieta de juvenil de carpa

koi como promotor de crescimento € nos pardmetros hematoimunologicos.
42 MATERIAL E METODOS

O ensaio experimental de alimentagcdo foi realizado no Laboratorio de Sanidade de
Organismos Aquaticos (AQUOS), que pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O presente estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica ao uso Animal (CEUA/UFSC n°® 5552130324).

4.2.1 Material biologico

Um total de 317 juvenis de carpa koi com peso médio de 3 a 10 g foram obtidos em uma
piscicultura comercial e transportados para o Laboratdrio - AQUOS, onde foram aclimatados e
mantidos em quarentena durante 10 dias em dois tanques circulares de 1 m?* acoplados a um
sistema de recirculacdo de dgua corrente. Durante esse periodo, os peixes foram alimentados
com ragdo comercial até serem utilizados nos ensaios experimentais. Diariamente, foi feita a

sifonagem do sistema para a remog¢ao da matéria organica.
4.2.2 Dietas experimentais

O procedimento de preparo da ragcdo foi adaptado de Heluy ef al. (2023), onde foi
utilizado produto comercial de polpa liofilizada de frutos de acai E. oleracea (EO) e

incorporado a racao comercial (Tabela 1) para peixes onivoros de 36% de proteina bruta com
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pelete de 2 mm. Vinte quilogramas da racdo foram moidos em um moinho de facas tipo Willey.
Posteriormente, a racdo foi dividida em quatro tratamentos (EO 5, 10, 15 € 20 g kg'') e um
grupo controle EO 0,0% (Controle). Para cada tratamento e grupo controle, foram preparados
quatro quilogramas de rag¢do. Todos os grupos passaram pelos mesmos procedimentos para o
preparo da racao.

O EO foi adicionado a racdo (apenas nos grupos de tratamento). Em seguida, foi
adicionada agua destilada a 55°C para promover a gelatinizardo do amido e contribuir para a
aglutinagdo. A mistura foi homogeneizada em misturadora horizontal até a formagdo de uma
consisténcia semissélida. Esta mistura foi submetida ao processo de peletizarao através de uma
matriz com abertura de 2,5 mm. Os pellets da racdo foram secados em estufa a 50°C por 6
horas, quebrados e peneirados para a separagao dos granulos com tamanhos entre 2 e 2,5 mm.
Posteriormente, a racao foi embalada e armazenada a -20°C até o uso.

A composi¢do centesimal das dietas foi realizada seguindo os métodos estabelecidos
pela AOAC (2016). A proteina bruta (N x 6,25) foi determinada pelo método Kjeldahl. O
conteudo lipidico bruto foi avaliado utilizando um extrator Soxhlet com extragdo por solvente
(éter de petroleo). A fibra bruta foi determinada aplicando-se a digestdo acida e basica nas
amostras, conforme Van Soest (1991) e Silva e Queiroz (2006). A rotulagem nutricional dos

alimentos foi feita seguindo as recomendagdes de Carvalho (2003) (Tabela 2).

Tabela 1 - Ragdo comercial.

Ingredientes Composi¢ao
Porcentagem Aproximada (%)

Farinha de Peixe 20-30
Farinha de Soja 15-25
Farinha de Trigo 10-15
Farelo de Soja 10-15
Oleo de Peixe 3-5

Farelo de Milho 10-15
Vitaminas e Minerais 1-3

Premix! 2-4

Fibra Bruta 1,5-4,5
Umidade 10-12

'Niveis de garantia por quilograma do produto Premix: Vit. A, 10.000-15.000 Ul’kg; Vit. D, 2.000-3.000 Ul/kg;
Vit. E, 100-200 mg/kg; Vit. K, 5-10 mg/kg; Vit. C, 500-1.000 mg/kg; Vit. Bl (Tiamina), 20-30 mg/kg; Vit. B2
(Riboflavina), 30-50 mg/kg; Vit. B3 (Niacina), 100-200 mg/kg; Vit, B5 (Acido Pantoténico), 50-100 mg/kg; Vit.
B6 (Piridoxina), 20-30 mg/kg; Vit. B7 (Biotina), 1-3 mg/kg; Vit. B9 (Acido Félico), 10-20 mg/kg; Vit B12
(Cobalamina), 0,02-0,05 mg/kg; Colina, 1.000-2.000 mg/kg.
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Tabela 2 - Resultado da analise centesimal da ragdo ap6s processo de inclusdo de Euterpe oleracea (EO) e apds a
peletizacdo.

Composicdo quimica Ragdo
Controle EO5gkg! EO10gkg! EO15gkg! EO20gkg!

Carboidratos totais g kg™! 392.0 385,0 370,0 391,0 372,0
Proteina bruta g kg! 359.,6 360,3 358,6 348,2 356,8
Extrato Etéreo g kg! 80,7 84,5 82,6 86,5 88,8
Matéria mineral g kg™! 97,3 97,0 97,3 95,4 98,2
Fibra bruta g kg™! 15,7 16,7 26,5 14,5 24,5
Sédio mg 100g™ 289,80 295,37 289,57 289,90 289,90
Umidade e volateis g kg™! 55,2 58,0 62,2 68,9 59,6

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 240 juvenis de C. carpio com peso médio de 6,2 + 1,2 g. Os juvenis
foram distribuidos em 24 tanques circulares de polietileno de 0,1 m* com volume util de 0,08
m’, na densidade de 12 peixes por tanque. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado com quatro tratamentos € um grupo controle, com quatro repeti¢des,
adaptado de Moura et al. (2022), consistindo em:

e Dieta controle com 0,0% de agai (Controle);
Dieta com 0,5% de agai liofilizado (EO 5 g kg™);

e Dieta com 1,0% de agai liofilizado (EO 10 g kg™);
e Dieta com 1,5% de agai liofilizado (EO 15 g kg™);
e Dieta com 2,0% de agai liofilizado (EO 20 g kg™).

O experimento teve duragcdo de 60 dias, com biometria a cada 15 dias para ajuste da
racdo. Os ensaios foram realizados em um sistema de recirculagcdo de agua, composto por
tanques de criagdo, decantadores e filtros, biofiltros, sistema de aeracao/oxigenagao, sistema de
bombas, tubulacao de drenagem, retorno e unidade de quarentena. Os peixes foram alimentados
com racdes equivalentes a 7% da biomassa, trés vezes ao dia (8:00, 13:00 e 17:00 horas).
Diariamente foi realizado o sifonamento das unidades experimentais, com troca parcial de 10%
da 4gua do sistema para retirada de fezes e restos de ragdo, além do monitoramento das variaveis
de qualidade da 4gua que se mantiveram em condi¢cdes semelhantes em todos os tratamentos
dentro da faixa 6tima estabelecida para espécie: temperatura 25,4+0,9°C, pH 7,2+0,1, oxigénio
dissolvido 6,6+1,4 mg L', aménia total 0,13+£0,14 mg L™ e nitrito 0,12+0,14 mg L' medidos

diariamente com um kit colorimétrico (Alfakit®).

4.4 DESEMPENHO

Ao final do periodo experimental, foi realizada a biometria final dos juvenis para

determinar os parametros de crescimento: peso final (Pf), peso inicial (Pi), biomassa (B); ganho
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de peso (GP); taxa de crescimento especifico em peso (TCE p); Ganho de Peso em Biomassa
(GP Biomassa); Ganho de Peso em Biomassa Diario (GPBd); Taxa de Crescimento Especifico
em Biomassa (TCE p Biomassa); conversdo alimentar parente (CA), sobrevivéncia (S),

namero (N) (Le Cren, 1951; Furuya et al., 1998; Gongalves et al., 2013).

GP: GP =Pf-Pj;

GPd: GPd = At/ GP;

TCE p: TCEp (%) = (In (Pf) — In (P1) / At) x 100;

GP Biomassa: GP Biomassa = Bf — Bi;

GPBd: GPBd = GP Biomassa / At;

TCE_p Biomassa: TCEp Biomassa (%) = (In (Bf) — In (B1) / At) x 100;

CA: CA=A/GP;

S (%) = (N inicial de individuos / N final de individuos sobreviventes) x 100.

XN WD =

4.5 ANALISE FITOQUIMICA

Foi realizada a andlise quimica da ra¢do para determinar os niveis de compostos
fenolicos, flavonoides, teor de taninos, carotenoides e potencial antioxidante (%) apds a
inclusao de EO e o processo de repeletizagdo. Além disso, foi feita analise quimica para avaliar
a influéncia da suplementagdo de EO no tecido muscular e pele dos peixes apos 60 dias de
suplementagao.

Para cada nivel de inclusdao de EO na racao, foi utilizada uma amostra de 1 g de ragao.
Ap6s o periodo de 60 dias de alimentagdo, foram coletadas amostras de 1 g de tecido muscular
e de pele dos peixes, tanto dos grupos experimentais quanto do grupo controle, para determinar
os teores de compostos fendlicos, flavonoides, taninos, antocianinas, carotenoides e potencial
antioxidante (%). Para a extra¢do de cada amostra, foram utilizados 10 ml de etanol, que foram
adicionados as amostras e submetidos a ultrassom por 28 minutos. Em seguida, as amostras

foram filtradas para as analises.

4.5.1 Compostos fenolicos

Para quantificar o teor de compostos fendlicos, foi adicionado 0,1 mL de extrato em 0,5
mL do reagente de Folin-Ciocalteu e 1 mL de agua. Apo6s aguardar 1 minuto de incubagao,
adicionou-se 1,5 mL de carbonato de sddio a 20% e realizou-se a leitura em espectrofotometro
(Global Trade Technology, Brasil) no comprimento de onda de 430 nm (Djeridane et al., 2006).
A quantificacdo foi realizada por meio de uma curva analitica de acido gélico, expressando o

resultado em mg de acido galico equivalente (AGE) por grama de amostra.
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Para quantificar os flavonoides, adicionou-se 1 mL de cloreto de aluminio a 2% em
metanol a 1 mL de amostra. Apoés 15 minutos de reagdo, realizou-se a leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 430 nm (Djeridane et al., 2006). A quantificagdo
foi realizada por meio de uma curva analitica de rutina, expressando o resultado em mg de
rutina equivalente (RE) por grama de amostra.

A concentragdo de taninos foi determinada pelo método espectrofotométrico de Folin-
Denis (Pansera et al., 2003), com adaptagdes nos volumes dos reagentes, sem alterar as
propor¢des. Adicionou-se 0,5 mL de reagente de Folin-Denis a 0,5 mL de amostra, agitando e
aguardando 3 minutos. Sequencialmente, adicionou-se 0,5 mL de carbonato de s6dio a 0,75 M,
homogeneizando e aguardando a reacdo por 2 horas em local escuro. A absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 725 nm. Para o calculo da concentragdo dos taninos, foi feita uma
curva padrdao com o acido tanico. O resultado foi expresso em mg de acido tanico equivalente
(ATE) por grama de amostra.

As andlises de antocianinas foram realizadas de acordo com o método de Fuleki e
Francis (1968), posteriormente revisado por Lees e Francis (1972). Utilizando-se pH tunico,
aliquotas de 1 mL de extrato, expostas as diferentes luminosidades, foram diluidas em 9 mL de
etanol a 95% com HCl a 1,5 N (85:15), homogeneizadas e levadas ao espectrofotometro em
535 nm. A concentragdo de antocianinas foi expressa em mg de antocianinas por grama de

amostra.

4.5.2 Proantocianidinas

No método empregado na dosagem de proantocianidinas, 100 mg da amostra foram
adicionados a 10 ml de alcool a 70% (v/v), 5 ml de acido cloridrico a 25% (m/v) e 10 ml de
agua destilada. A solucdo foi aquecida sob refluxo por 80 minutos. Apds o resfriamento, a
solucdo foi filtrada, e o residuo foi lavado com etanol a 70% (v/v) até se obter um filtrado
incolor. A amostra foi concentrada até um volume de aproximadamente 3 ml em um evaporador
rotatdrio sob pressdo reduzida e temperatura de 60 °C. A solu¢do concentrada foi extraida por
particdo com n-butanol (3 x 15 ml). As fases organicas foram reunidas em um baldo
volumétrico de 100 ml e a absorbancia da solucdo resultante foi medida em A = 545 nm. O
resultado foi expresso em porcentagem de proantocianidinas, calculadas como cloreto de
cianidina. O calculo do teor de proantocianidinas foi realizado pela expressdo: O calculo do

teor de proantocianidinas foi realizado por meio da expressdo: P (%) = (A % 500) / 75 x m,
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onde: P (%) = porcentagem de proantocianidinas A = absorvancia m = massa do extrato/ fracao
em gramas (European Pharmacopoeia, 2005).

Foirealizada a varredura com espectrofotometro na regido do ultravioleta e visivel (UV-
Vis), no comprimento de onda de 200 a 800 nm, com intervalo de leitura de 5 nm, utilizando o
software MetaSpec Pro, em cubeta de quartzo.

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada pelo método do radical livre DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil), descrito por Capanoglu et al. (2008). Para cada 100 pL de
amostra, adicionaram-se 2000 pL. de DPPH a 0,004%, aguardando a reag¢do por 30 minutos sob
abrigo de luz e realizando a leitura em um espectrofotometro no comprimento de onda de 517

nm. O percentual de inibi¢do foi calculado de acordo com a Equagao 2:

Q

Onde Q corresponde ao percentual de inibicdo, A0 ¢ a absor¢ao do controle e Ac ¢ a

_ A0-AC
A0

X100 (Equacao 2)

absorcao da amostra apds a reagao.

4.5.3 Carotenoides

As amostras foram filtradas em um papel filtro quantitativo com poros 28 um (J Prolab,
Brasil). Posteriormente foram analisados no espectrofotdmetro nos comprimentos de 470, 649
e 665 nm.

A C, foi calculada com a equagdo 1, a Cp foi calculada com a equacdo 2 e os
carotenoides (Cx+c) foram calculados com a equacdo 3 (Lichtenthaler e Wellburn, 1983).

1. C(Z = 13'95A665 - 6.88A649

2. Cﬁ = 24'96A649 - 7'32A665
100004 —2.05C4—114.8C
3. Cryc = T <

As ragdes apresentaram niveis crescentes de compostos fenolicos, flavonoides, teor de
taninos, carotenoides e potencial antioxidante (%) em relacdo as diferentes concentragdes de

inclusdo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Niveis de compostos fenolicos (CF), flavonoides (F), teor de taninos (T), carotenoides e potencial
antioxidante (%) ap6s inclusdo de FEuterpe oleracea (EO) e peletizagdo da ragao.

Tratamento

Controle EO5gkg’ EO10gkg' E(l)(glls g E(l)(gZ? g Acai
CF (mg g") 23,40 24,23 26,40 30,50 33,07 201,43
F (mgg!) 12,00 12,47 13,03 14,90 16,60 114,03
T (mggh) 1,07 1,17 1,37 1,57 1,73 24,20
carotenoides (mg g!) N.A.R. 0,23 0,53 0,83 1,20 10,40
Antocianinas (mg g™!) N.A.R. N.A.R. N.A.R. N.A.R. N.A.R. 7,73
Proantocianidinas (mg g') N.A.R. N.A.R. N.A.R. N.A.R. N.A.R. 19,37
Potencial antioxidante (%) 1,17 2,43 2,87 3,37 3,77 84,57

4.5.4 Analises hematoimunologicas

Ao final do periodo experimental de 60 dias, foi realizada a coleta de sangue para
avaliacdo hematologica de 24 peixes de cada tratamento. ApoOs anestesia por imersao em
eugenol (75 mg L) (Yousefi et al., 2018), o sangue foi coletado por puncdo do vaso caudal
usando seringas contendo 10% de EDTA. Posteriormente, os peixes foram eutanasiados por
sec¢ao medular.

Uma aliquota de 10 pL de sangue total foi utilizada para determinar os valores de
glicemia, utilizando o aparelho Accu Check® Active. Foram confeccionadas extensdes
sanguineas em duplicata e coradas com May-Grunwald-Giemsa Wright para as contagens totais
de trombocitos, leucocitos e contagem diferencial de leucécitos (Ranzani-Paiva et al., 2013).
Outra aliquota foi utilizada para contagem de eritrécitos (10 uL™') em camara de Neubauer
(Tavares-Dias et al., 2002), a porcentagem de hematdcrito (Ht) realizada pelo método de
microhematdcrito (Goldenfarb et al., 1971), e a hemoglobina (Hb) medida pelo kit LABTEST®,
baseado na metodologia de cianometahemoglobina, com leitura em analisador bioquimico
(Thermo Plate), seguindo as recomendacgdes de Collier (1944). A partir desses dados, foram
calculados os indices hematimétricos (Vallada, 2002): Volume Corpuscular Médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM). Para proteina plasmatica total (PPT), foi determinada utilizando o refratdmetro
(Lumen RHC-200ATC).

Parte do sangue coletado foi mantido em repouso por um periodo de 1 hora e, em
seguida, centrifugado a 4.000 g por 5 minutos para obten¢do do plasma. Posteriormente, o
plasma foi agrupado em um pool de seis peixes e armazenado a -20 °C para analise imunologica

subsequente.



35

A andlise de aglutinagdo foi realizada em microplacas de 96 pocos com fundo em forma
de U. Primeiramente, o plasma foi diluido em uma proporcao de 1:1 em solugdo tampao fosfato-
salino (PBS), sendo 50 pL de solu¢do de PBS misturados com 50 pL de plasma no primeiro
poco. Em seguida, foram feitas diluicdes em série de 1:2 até o 12° pogo. Posteriormente, em
todos os pocos, foram adicionados 50 puL de A. hydrophila inativada com formalina (10%).

As microplacas foram entdo incubadas em uma camara umidificada a 25 °C por um
periodo de 18 horas. A confirmac¢do da aglutinacao foi feita pela observagdao de um precipitado
no fundo de cada pogo. A aglutinacdo foi considerada positiva quando um precipitado foi
observado, e a diluicdo correspondente foi registrada como o reciproco da ultima diluigdo
positiva. Essa metodologia foi adaptada de Silva ef al. (2009).

O potencial antimicrobiano do plasma foi avaliado emrelagdo a 4. hydrophila utilizando
microplacas de 96 pogos de fundo plano, adaptado de Silva et al. (2009). O indculo de 4.
hydrophila foi incubado em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas a 30 °C e diluido
em meio de caldo pobre (PB) para atingir uma concentragdo final de 2,2 x 10" UFC mL™". O
plasma foi diluido inicialmente em uma proporcao de 1:3 em meio de caldo pobre (PB) no
primeiro pogo (50 uL de plasma: 150 uL de PB), seguido por dilui¢des seriadas de 1:2 até¢ o 12°
poco. Solugdo salina foi diluida em PB para servir como controle positivo e negativo, seguindo
o mesmo protocolo utilizado para o plasma. Em seguida, 20 uL. de A4. hydrophila foram
adicionados aos pogos contendo o plasma diluido e ao controle positivo. As microplacas foram
incubadas por 24 horas a 28 °C. O crescimento bacteriano foi monitorado pela leitura da
absorbancia no leitor de microplacas, utilizando um comprimento de onda de 550 nm. O titulo
antimicrobiano foi determinado como sendo o inverso da ultima diluicdo que demonstrou
atividade antibacteriana, resultando na inibi¢do total do crescimento microbiano, conforme o

método descrito por Silva et al. (2009).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram avaliados quanto a homogeneidade e normalidade pelos testes de
Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Os dados ndo paramétricos foram transformados em
log'?. Posteriormente, todos os dados foram submetidos a analise de varidncia (One-way-
ANOVA). Quando obtidas as médias significativas, foi aplicado o teste de Tukey 5% de
probabilidade (p<0,05), utilizando o Software Statistica versao 12.5.
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4.7 RESULTADOS
1.7.1 Desempenho de crescimento

Ao final do periodo experimental de (60 dias), os juvenis de carpa koi alimentados com
OE a 15 g kg'!' apresentaram maior ganho de peso médio (p<0,05) em relagiio ao grupo controle
e ao grupo alimentado com OE 5 g kg! respectivamente. O ganho diario de peso apresentou
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos OF 15 g kg™! e o grupo controle, bem como
entre OE 5 g kg!' e o grupo controle, e entre OF 10 g kg e OE 5 g kg'!'. Os tratamentos com
OE 15 g kg' e OE 10 g kg' apresentaram maiores valores de ganho de peso diario,
respectivamente em comparagdao com peixes alimentados com a dieta controle e com OE 5 g
kg! respectivamente.

Em relagdo a taxa de crescimento especifico em peso, ndo houve diferenga estatistica
entre os tratamentos (p>0,05), ao contrario do Ganho de Peso em Biomassa e do Ganho de Peso
em Biomassa didrio, que foram significativamente maiores (p<0,05) nos peixes alimentados
com OE 15 g kg!' do que nos tratamentos com OE 5 g kg™, controle ¢ OE 20 g kg,
respectivamente, assim como OE 10 g kg™ (p<0,05) em comparagiio com o tratamento OE 5 g
kg!. A taxa de conversdo alimentar (CA) foi significativamente melhor (p<0,05) em peixes
alimentados com OE 15 g kg'! em comparacdo com peixes alimentados com a dieta controle.
De modo geral, a dieta contendo OE promoveu efeitos significativos (p<0,05) na maioria dos

indices de desempenho zootécnico, exceto em TCE P e TCE B (Tabela 4).

Tabela 4 - Desempenho zootécnico (média + desvio padrio) de Cyprinus carpio ap6s 60 dias de alimentagdo em
diferentes concentragdes com Euterpe oleracea (EO).

Tratamento

Controle EO5gkg” EO 10 gkg'! EO15gkg’ EO20gkg! . al;or
GP (g) 10,994037°°  10,35:047°  12,97+1,57°°°  13.41+0.83%  11,89+1,52%¢ 0,005
GPd (g) 0,18£0,01%  0,17£0,01° 0,22+0,03%° 0,22+0,01*  0,20£0,032¢ 0,005
TCEb(g)  1,66+0,10 1,67+0,14 1,8540,08 1,89+0,17 1,814020 0,126
GPB(g)  131,93:4.46°° 124,18:5.61° 15022+1231%®  160,97£9.91%  137,55:9.89" 0,000
GPBd 2.20£0,07°°  2,07+0,09° 2,50+0,212° 2,68£0,17%  2,29+0,17°° 0,000
TCEb 1,6620.10 1,67+0,14 1,8120,05 1,89+0,17 1,7740,19 0,147
CA 3,57+0,12°  3.50£0,16°°  3,18+0,282P 3,06£0,19°  3.35:025%° 0,017
S (%) 100% 100% 100% 100% 100%

GP = ganho de peso, GPd = ganho de peso diario, TCE p = taxa de crescimento especifico em peso, GP B = ganho
de peso em biomassa, GPBd = ganho de peso em biomassa diario, TCE p = taxa de crescimento especifico em
biomassa, CA = conversdo alimentar, S = sobrevivéncia (%). Letras distintas indicam diferenca significativa entre
os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).



37
1.7.2 Analise fitoquimica de pele e musculo

Apds 60 dias de suplementagdo, ndo houve aumento nos niveis de polifenois,
flavonoides, concentracdo de taninos, antocianinas, carotenoides e potencial antioxidante (%)

no musculo e na pele dos peixes.
1.7.3 Analises hematologicas

A contagem de eritrocitos, hemoglobina, VCM, HCM, CHCM, glicose ¢ PPT nao
apresentaram diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos suplementados e o grupo controle
(Tabela 5). Com relagdo aos leucocitos, linfocitos, mondcitos, neutréfilos, eosindfilos, também
nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos com suplementacao € o grupo nao
suplementado. Por outro lado, o numero de trombdcitos foi maior (p<0,05) no grupo EO 20 g

kg em comparagio com o grupo controle.

Tabela 5 — Pardmetros hematologicos (média + desvio padrdo) de Cyprinus carpio apds 60 dias de suplementagio
com Euterpe oleracea (EO) em diferentes concentracgdes.

Tratamento

Parametros Controle EO 5 g kg E(])(gl? g EO 1? gkg EO 2(1) g kg ; a];or
Eritrocitos (x10°uL") 1,58+0,24 1,50+0,22 1,36+0,18 1,5940,27 1,624+0,38 0,099
Hematocrito (%) 28,03+3,83  29,53#£3,55  28,40+3,74  29,18+5,60  27,93+£5,33 0,749
Hemoglobina (g dL') 8,82+0,79 8,45+1,16 8,44+0,50 8,85+0,54 9,07+0,99 0,785
VCM (fL) 179,97£28,2 186,73+£33,4 190,83+£12,4 175,80+£37,5 178,05£27,8 0,731
HCM (pg) 57,89+7,10 58,16+5,32 60,34+5,86 56,45+7,88 55,5948,11 0,460
CHCM (g dLY) 31,34+4,49  30,1746,59  30,19+4,19  31,48+6,43  33,37+449 0,361
Glicose (g dL) 55,95420,04 57,84+15,93  59,5+13,01  49,11+£16,22  55,85+16,22 0,344
PPT (g dL) 5,900,60 6,09+0,39 596+£0,45  6,11£0,60 6,06£0,49 0,161
Leucocito (x10°uL) 55,4+14,1 44,4+14,5 46,2+18,7 45,0+10,3 60,1+14,1 0,140
Tromb. (x10°uL™) 0.812088°  123+120%® 1204105 13141042  232:167% 0,031
Linfocito (x10°uL™") 46,5+12,7 35,1+14,2 39,8+16,7 37,6+15,3 47,1£24.3 0,234
Monécito (x103uL") 9,29+5,49 8,52+5,21 6,48+4,40 8,30+5,13 11,33+£5,36 0,174
Neutréfilo (x102uL™") 2,46+4,11 3,04+3,00 2,02+2,56 1,29+1,57 1,89+2,90 0,637
1,37+£2,74 1,71£2,42 1,90+£2,10 0,86+1,41 1,06+£2,74 0,730

Eosinofilo (x10%uL!)

VCM = volume corpuscular médio, CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; HCM =
hemoglobina corpuscular média; PPT = Proteina plasmatica total; Tromb. = Trombdcito. Letras distintas indicam
diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).
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1.7.4 Analises imunologicas

Apds o periodo experimental de suplementagdo, o titulo antimicrobiano apresentou
maiores valores (p<0,05) nos animais alimentados com EO 15 e 20 g kg™! do que o observado
nos animais do grupo controle e nos alimentados com EO 5 g kg! e EO 10 g kg™!. Em relagio
ao titulo de aglutinagdo observou-se maior valor (p<0,05) no grupo que recebeu EO 5, 10, 15 ¢

20 g kg™' e 0 menor valor (p<0,05) ocorreu no grupo controle (Figura 1).

Figura 1 - Titulo antimicrobiano e titulo de aglutina¢ao de Cyprinus carpio apds 60 dias de suplementagdo com:
ragdo controle 0,0 % de acai (EO 0,0%); Dieta EO 5 g kg™'; Dieta EO 10 g kg™!; Dieta EO 15 g kg! e Dieta EO 20
g kgl Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4.8 DISCUSSAO

As dietas apresentaram niveis crescentes de compostos fendlicos, flavonoides,
concentragcdo de taninos, carotenoides e potencial antioxidante (%) da ragdo. Neste estudo, o
tratamento com EO 20 g kg™ foi o que apresentou os maiores niveis desses compostos € o maior
potencial antioxidante (Tabela 3). Os flavonoides destacam-se entre os compostos fendlicos
presentes no agai (£. oleracea) (Silveira et al., 2023). Por outro lado, a dieta com EO 15 g kg™!
mostrou-se expressiva em variaveis de crescimento (Tabela 4), corroborando os resultados
significativos para a espécie C. carpio, com presen¢a moderada de fitoquimicos na ragao.

Alguns componentes fitoquimicos do acai, como os polifendis, podem ter efeitos
positivos em crescimento, ajudando a estabilizar o trato gastrointestinal, reduzindo inflamagdes

e melhorando a absor¢do de nutrientes. Isso pode resultar em uma digestdo mais eficiente e
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absor¢do mais completa dos nutrientes, contribuindo para o desenvolvimento dos animais
(Ahmadifar et al., 2021; Martins et al., 2021; Silva et al., 2023a). Os flavonoides presentes na
polpa e nas sementes do acai podem estar relacionados aos seus efeitos terapéuticos, sendo que
os compostos bioativos quercetina e rutina se destacam em estudos fitoquimicos com EO (Kang
et al., 2010; Oliveira et al., 2021).

Os compostos fendlicos sdo amplamente encontrados em plantas e frutas, como rabanete
e acai (Silva et al., 2023b; Silveira et al. 2023). Dentre eles, os flavonoides sdo associados a
efeitos benéficos no desempenho produtivo, melhorando a eficiéncia alimentar (CA) e a
atividade antioxidante em peixes, além de aprimorar a resposta imunologica (Ahmadifar et al.,
2021). O EO, quando suplementado em dietas, pode trazer beneficios aos animais (Moura et
al., 2023). Estudos realizados por Silva ef al. (2023a) evidenciaram a eficiéncia da inclusdo de
acai liofilizado na dieta para tambaqui nas concentracdes de 50 e 100 g kg™ na ragado,
apresentando maior peso corporal final e demonstrando que as propriedades fitoquimicas do
acai podem contribuir para o aumento do desempenho produtivo em peixes.

Em termos de eficiéncia alimentar, o presente estudo mostrou que dietas a base de EO
aumentaram significativamente o ganho de peso e o ganho de peso diario nas dietas EO 10 g
kg™ e EO 15 g kg, em comparagdo com o controle e a dieta EO 5 g kg™' de acai. Sugere-se
que o acai, em concentracdes moderadas, pode promover maior crescimento de C. carpio. Isso
pode estar relacionado a presenca de compostos bioativos na polpa e nas sementes do agai, que
podem estimular o crescimento ¢ o desenvolvimento dos peixes. Estudos realizados por
Colombo et al. (2023a) utilizando bioflocos enriquecidos com agai liofilizado apresentaram
resultados semelhantes para P. vannamei criados em sistema de bioflocos. Camardes expostos
em bioflocos com agai a 20 mg L' de dgua apresentaram maior sobrevivéncia, ganho de peso
e conversao alimentar. No entanto, o mesmo estudo alerta que a capacidade antioxidante dos
bioflocos e camardes diminuiu gradativamente a medida que aumentava a concentracio de EO.

O agai também pode ter efeitos negativos em pos-larvas de P. vannamei quando
utilizado em concentragdes de 80 mg L', diminuindo a sobrevivéncia e o desempenho
zootécnico. Isso pode ser atribuido a baixa absor¢do de nutrientes no intestino médio e a falta
de resposta das defesas antioxidantes, agravando a ocorréncia de danos oxidativos, proteicos e
lipidicos no musculo (Colombo et al., 2023b). Na composicao quimica do EO observou-se a
presenca de taninos hidrolisdveis e condensados (Rufino et al., 2011), podendo estar
relacionada tanto a efeitos adversos quanto benéficos, dependendo da sua concentragdo e
natureza, além de fatores como a espécie, estagio de vida do animal e os niveis presentes na

dieta (Ahmadifar et al., 2021; Butolo, 2010). Estes compostos sdo comumente associados a
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efeitos antinutricionais causados pelo complexo tanino-proteina, o que provoca diminui¢ao na
digestibilidade e na palatabilidade devido ao sabor adstringente (Nollet ez al., 2018).

Os taninos podem se ligar as enzimas digestivas, como amilase, protease e lipase,
inibindo sua atividade (Chung et al., 1998; Mandal e Ghosh, 2010). Isto ocorre porque os
taninos tém a capacidade de formar complexos estaveis com proteinas (Shahidi e Dissanayaka,
2023). A inibicdo dessas enzimas pode diminuir a eficiéncia da digestao de carboidratos,
proteinas e lipidios, levando a uma menor absor¢do de nutrientes, formando complexos
insolaveis conhecidos como precipitagdo de proteinas (Francisco et al., 2001; Gemede e Ratta,
2014; Tadele, 2015). Estes complexos dificultam a digestdo e absor¢do das proteinas,
resultando em uma diminui¢ao da disponibilidade de aminoacidos essenciais. Por outro lado,
esse fator antinutricional ¢ considerado termolabil, podendo ser inativado em processos que
envolvem altas temperaturas, umidade e pressdo, como o processo de extrusdao (Butolo, 2010;
Nollet et al., 2018).

Carpas alimentadas com EO 10 gkg' e EO 15 g kg ! apresentaram conversao alimentar
mais eficiente, indicando melhor utilizagdo dos nutrientes presentes na racao. Os resultados
sugerem que o acgai ndo apenas promoveu maior ganho de peso total, mas também contribuiu
para um aumento na massa corporal. Dessa forma, concentragdes moderadas de EO na ragao
podem melhorar o desempenho zootécnico das carpas koi, incluindo crescimento, conversao
alimentar e ganho de biomassa. Estes efeitos podem ser atribuidos a composi¢ao nutricional do
EO, incluindo seus antioxidantes, vitaminas e outros nutrientes benéficos (Ahmadifar et al.,
2021; Silva et al., 2023a).

Dietas com o EO nao apresentam incorporagdo de polifendis ou flavonoides no tecido
muscular. Estes achados estdo alinhados com os estudos de Colombo ef al. (2020), Silva ef al.
(2020) e Silva et al. (2023a), que também ndo encontraram incorporagdo desses fitoquimicos
no musculo do camardo L. vannamei alimentado com EO, bem como em tambaqui C.
macropomum. As implicacdes destes resultados sugerem que, apesar do potencial antioxidante
dos compostos presentes no EO, a biodisponibilidade e a incorporacdo no musculo e pele dos
organismos podem ser limitados por fatores metabolicos ou fisiologicos dos animais.

Por outro lado, ¢ importante considerar outros sistemas fisioldgicos que funcionam
como barreiras, protegendo os animais das ameacas representadas por fatores estressantes de
manejo, ma qualidade da 4gua, patdgenos, entre outros. Este estudo também avaliou os
parametros hematologicos, que desempenham um papel importante na saude geral dos peixes.
A variagdo destes parametros foi listada por Witeska et al. (2016), descrevendo os valores de

referéncia dos parametros hematologicos de carpas saudéaveis. Outro estudo realizado por
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Tripathi et al. (2004) mostrou que o nimero de eritrocitos em carpas saudaveis foi de 1,81 x
10¢ uL'. Em nossos estudos, observou-se que os peixes do grupo controle apresentaram valor
médio de 1,58 + 0,24 x 10° uL™!, enquanto que o tratamento com a maior concentracao de EO,
20 g kg™, foide 1,62 = 0,38 x 10° uL.™!, dentro da faixa padrao para a espécie. Por sua vez, as
carpas alimentadas por 60 dias com rag¢do contendo acai ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos e o grupo controle para todos os pardmetros hematologicos
validos, exceto para o volume de trombdcitos.

Este estudo mostrou que a suplementagdio com 20 g kg' de EO aumentou
significativamente o nimero de trombdcitos no sangue circulante permanecendo dentro da faixa
normal para a espécie, diferentemente do grupo controle. Os compostos bioativos do agai, com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, podem proteger as células hematopoiéticas do
estresse oxidativo, promovendo a producdo saudavel de células sanguineas (Rodriguez et al.,
2022). Pesquisas indicam que os polifenois regulam o estresse oxidativo e influenciam
positivamente a sinalizagdo celular via NF-xB (Jia et al., 2019; Souza et al., 2022; Zhang et al.,
2020).

Os polifenois presentes no agai também podem inibir a via do &cido araquidonico,
reduzindo a sintese de tromboxano A2 (TXA2), uma molécula que desempenha um papel
crucial na coagulagdao do sangue ao promover a agregagao das plaquetas. Niveis elevados de
TXA2 estao associados a condigdes tromboticas, como infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral (AVC). Nos peixes, os trombocitos funcionam de maneira semelhante as plaquetas em
mamiferos, auxiliando na homeostase vascular e desempenhando fun¢des imunologicas (Stosik
etal., 2019).

As células-tronco hematopoiéticas geram todas as linhagens sanguineas, com
diferenciacdo e ativacdo em Orgdos hematopoiéticos secunddrios, reguladas por moléculas
hematopoiéticas e quimiocinas que influenciam a expressdo genética e a diferenciacdo celular
(Cao et al., 2023; Ortiz e Esteban, 2024). O trombopoietina (TPO) ¢ importante na regulacao
do crescimento de megacariocitos e da produgdo de plaquetas em mamiferos. A diferenciagdo
de megacariocitos e formacdo de plaquetas em mamiferos sao reguladas pela contagem de c-
MPL no sangue, com niveis elevados de plaquetas reduzindo o TPO e ajustando a hematopoiese
(Kaushansky, 1998, 2005; Ortiz e Esteban, 2024; Stosik ef al., 2019).

Estes achados sugerem que dieta com EO pode aumentar a producdo de trombdcitos em
carpas, com polifendis do agai protegendo células hematopoéticas, melhorando a sinaliza¢ao
celular e aumentando a atividade da TPO (Oliveira et al., 2019; Rodriguez et al., 2022; Silva et

al., 2023a; Stosik et al., 2019). Estudos adicionais sdo necessarios, mas a literatura apoia a
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hipotese de beneficios hematologicos da EO na saude animal (Ozarowski et al. 2021; Shibuya
et al., 2020).

De acordo com Nazki ef al. (2024), os mecanismos inespecificos de defesa em peixes
que operam como primeira linha de defesa sdo criticos em todos os estagios da infec¢do. Os
sistemas de defesa ndo especificos podem ter sido potencializados, resultando em uma
eliminagdo mais eficiente e robusta, combinando sistemas inato e especifico. O sistema inato
fornece a primeira linha de defesa, envolvendo células de defesa como mondcitos, linfocitos,
leucdcitos e trombdcitos, que podem atuar na fagocitose de patdgenos (Esteban et al., 2015),
componentes da resposta humoral e cé€lulas citotoxicas inespecificas imunoldgicas. Enquanto
1sso, a imunidade humoral, mediada por células de memoéria imunoloégica, com o sistema de
defesa especifico, resulta em uma resposta rapida e eficaz, que estd ligada a capacidade dos
trombocitos e linfocitos T e B de reconhecerem antigenos (Nayak, 2012; Nazki et al., 2024;
Stosik ef al., 2019).

Por outro lado, outras barreiras de defesa sao encontradas no plasma sanguineo, cuja
capacidade de defesa pode ser mensurada pelo titulo antimicrobiano e titulo aglutinante. As
substancias presentes no plasma sanguineo, incluindo peptideos antimicrobianos, enzimas e
outros componentes, atuam diretamente na eliminacdo de patégenos (Kanwal et al., 2023).
Além de destruir patogenos, estas substancias podem atuar como sinalizadores, ativando partes
distintas do sistema imunologico dos peixes, promovendo uma resposta imune mais eficiente.
Elas inibem proteases e a agdo de toxinas bacterianas, impedindo a proliferagdao desses agentes
patogénicos no hospedeiro (Aly et al., 2021; Uribe et al., 2011).

Neste estudo, a atividade do titulo antimicrobiano aumentou significativamente em
peixes que receberam a dieta com 15 e 20 g kg''de EO. Estes resultados sdo semelhantes aos
estudos de Jung et al. (2017), onde a adi¢do das microalgas Scenedesmus obliquus e Chlorella
sp. na criagdo de tildpia do Nilo melhorou os pardmetros hematoimunolégicos dos peixes. Silva
et al. (2023c) também descreveram que o titulo antimicrobiano foi afetado pelo tratamento com
inclusdes de microalgas, elucidando que os compostos bioativos presentes nas microalgas
também podem influenciar a atividade antimicrobiana do soro sanguineo de peixes.

Considerando os resultados encontrados, as diferengas no titulo antimicrobiano podem
ser atribuidas as propriedades bioativas da EO (Ahmadifar et al., 2021; Oliveira et al., 2021).
A EO possui compostos com atividades antioxidante, anticarcinogénica e antimicrobiana
(Silva, M., 2021; Souza, 2022; Sprenger et al., 2016). Em estudos com outro aditivo rico em
polifendis, como o guarand Paullinia cupana, peixes desafiados com A. jandaei apresentaram

melhores pardmetros de atividade respiratoria leucocitaria, proteinas totais, globulina,
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albumina, alanina aminotransferase (ALT), leucécitos, linfocitos, neutréfilos, mondcitos e
trombocitos. Produtos naturais como E. oleracea ¢ P. cupana sao amplamente relatados na
literatura por suas propriedades farmacoldgicas. Estudos mostram que tanto o agai quanto o
guarand protegem a membrana celular devido as suas substancias antioxidantes, que se ligam
aos radicais livres, como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, geradas durante processos
oxidativos e inflamatorios (Costa et al., 2023; Laurindo et al., 2023). Quando ndo inibidos,
esses radicais livres reagem com as células e causam danos oxidativos, refletindo nos valores
dos parametros hematoimunolédgicos.

O titulo aglutinante ¢ um parametro essencial para avaliar as respostas imunologicas
séricas em peixes, mediado por agentes como lectinas e imunoglobulinas. As lectinas sao
proteinas que se ligam a carboidratos especificos na superficie dos patdogenos, promovendo a
aglutinacdo e opsonizacao, facilitando assim a remocao pelo sistema imunoldgico (Sharon e
Lis, 2004). As imunoglobulinas, ou anticorpos, reconhecem e se ligam a antigenos especificos,
promovendo a aglutinacao e a destruicdo dos patdogenos através da fagocitose ou ativacao do
sistema complemento (Tizard, 2017). A medigado do titulo aglutinante permite avaliar a eficacia
da resposta imune humoral, essencial para a defesa contra infecgdes. Estudos demonstram que
niveis elevados de titulos aglutinantes estdo correlacionados com uma melhor resisténcia a
doencas em peixes (Ellis, 2001).

O titulo de aglutinagdo foi maior nos peixes tratamentos com EO na ragdo. Esses
resultados sdo corroborados por estudos de Skyberg et al. (2012, 2013), que sugerem que o EO
atua como um agonista imune inato, tendo atividade contra patdgenos intracelulares virulentos.
O aumento do titulo de aglutinagdo devido ao EO na dieta se assemelha a estudos de testes de
vacina, como o de Biller-Takahashi et al. (2014), que utilizaram tilapia do Nilo O. niloticus,
vacinando-a com doses de bactérias inativadas por via oral e de banho de imersdo, e observaram
maiores valores de titulo de aglutinacdo apds 21 dias, quando comparados aos peixes nao
vacinados para 4. hydrophila e E. durans.

As propriedades terapéuticas da EO podem ajudar a prevenir e reduzir quadros
patologicos cronicos em C. carpio, melhorar a eficiéncia metabdlica e promover um ambiente
interno mais favoravel para o seu desenvolvimento. Esses efeitos combinados contribuem para

a melhoria da satde geral e para o aumento da resisténcia a doengas nos peixes.
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4.9 CONCLUSOES

O agai pode melhorar o desempenho zootécnico de C. carpio, modulando o sistema
imunologico, melhorando a digestdo e absor¢do de nutrientes, proporcionando beneficios a
saude hematoimunoldgica e ao crescimento de C. carpio nas concentragdes de 10 a 20 g kg™
de EO na ragdo. Os compostos fenolicos, flavonoides e outros antioxidantes presentes no EO
neutralizam radicais livres e protegem as células. A interagdo desses compostos com o0s
processos biologicos de C. carpio resulta em multiplos beneficios para a satide e o desempenho
zootécnico. No entanto, a biodisponibilidade e a incorporacdo desses bioativos no musculo
podem ser limitadas por fatores metabolicos ou fisiolégicos. Embora sejam necessarios mais
estudos em carpas, este estudo sugere que a suplementacdo com EO pode melhorar a saude
hematoimunologica e a eficiéncia alimentar, bem como apresentar resultados positivos nos
testes de titulo antimicrobiano e titulo aglutinagcdo da carpa koi sem provocar efeitos deletérios

nos animais.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo de 10 a 20 g kg de extrato de agai na dieta de C. carpio resultou em
melhorias no desempenho zootécnico e nos pardmetros hematoimunolégicos. Os polifendis
presentes no extrato de agai neutralizam radicais livres e protegem as células, embora a
absor¢do desses compostos bioativos durante a digestdo possa ser limitada. A inclusdo do
extrato na dieta da carpa koi promove efeitos benéficos, destacando a importancia de integrar

produtos naturais como o fruto amazonico como aditivo para esta espécie.
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