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RESUMO

A aquicultura brasileira cresceu significativamente desde 1950. A sardinha-verdadeira
(Sardinella brasiliensis), nativa do litoral brasileiro, € economicamente importante e
conhecida pelo consumidor. Contudo, a sobre-exploracdo dos estoques naturais
resultou em oscilacbes e declinios na captura dessa espécie. Pesquisas sao
necessarias para desenvolver tecnologias de produgéo aquicola que possam atender
a demanda do mercado consumidor e reduzir a exploragao dos estoques naturais. A
hematologia € uma ferramenta utilizada para auxiliar no diagnoéstico e realizar
prognésticos dos peixes frente aos diferentes desafios do ambiente, incluindo
condicdes estressoras ou inadequadas, como o sistema de recirculagao e a densidade
populacional. Este estudo objetivou verificar os parametros hematoldgicos da
sardinha e a influéncia da densidade e do sistema de recirculacao sobre eles. Juvenis
com peso médio 5,97+ 0,72g e comprimento 8,9 £ 0,52cm foram mantidos em sistema
de recirculagédo sob diferentes densidades (83, 167, 333, 417 e 500 peixes/m?®) em
duplicata, em 12 tanques de 120 litros cada. Apos 50 dias de criagdo, foram
capturados seis peixes de cada unidade experimental (n=72) e coletou-se sangue por
puncédo do vaso caudal. Foram realizadas contagens dos eritrocitos em camara de
Neubauer e contagem de leucdcitos totais e trombécitos e contagem diferencial dos
leucdcitos por método indireto utilizando extensdes sanguineas coradas com May-
Grunwald-Giemsa-Wright (MMGW). A influéncia da densidade sobre os parametros
hematoldgicos foi verificada por ANOVA unifatorial com nivel de significancia de 5%.
Os resultados mostram que nao houve influéncia da densidade de estocagem sobre
os parametros analisados (p>0.05). Durante o estudo, foi identificada uma les&o
ulcerada na face proxima a boca dos peixes, que quando comparados os parametros
hematolégicos do presente estudo com dados da literatura infere ser um quadro
infeccioso. Portanto, maiores densidades de estocagem podem ser aplicadas com
seguranga, sem prejuizo a saude dos animais. Porém, estudos complementares
avaliando outros parametros de sanidade sao necessarios para fazer esta afirmacao

com mais seguranca.

Palavras-chave: Aquicultura; Densidade; Hematologia; Recirculagéo.



ABSTRACT

Brazilian aquaculture has grown significantly since 1950. Sardines (Sardinella
brasiliensis), native to the Brazilian coast, are economically important and known to
consumers. However, the overexploitation of natural stocks has resulted in fluctuations
and declines in the capture of this species. Research is necessary to develop
aquaculture production technologies that can meet consumer market demand and
reduce the exploitation of natural stocks. Hematology is a tool used to assist in the
diagnosis and make prognoses for fish in the face of different environmental
challenges, including stressful or inadequate conditions, such as the recirculation
system and population density. This study aimed to verify the hematological
parameters of sardines and the influence of density and the recirculation system on
them. Juveniles with an average weight of 5.97 + 0.72g and length 8.9 £ 0.52cm were
maintained in a recirculation system under different densities (83, 167, 333, 417 and
500 fish/m3) in duplicate, in 12 tanks. 120 liters each. After 50 days of rearing, six fish
were captured from each experimental unit (n=72) and blood was collected by
puncturing the caudal vessel. Erythrocyte counts were performed in a Neubauer
chamber, total leukocyte and thrombocyte counts and differential leukocyte counts
were performed using an indirect method using blood samples stained with May-
Grunwald-Giemsa-Wright (MMGW). The influence of density on hematological
parameters was verified by one-way ANOVA with a significance level of 5%. The
results show that there was no influence of storage density on the analyzed
parameters (p>0.05). During the study, an ulcerated lesion was identified on the face
close to the mouth of the fish, which, when comparing the hematological parameters
of the present study with data from the literature, infers that it is an infectious condition.
Therefore, higher stocking densities can be applied safely, without harming the health
of the animals. However, additional studies evaluating other health parameters are

necessary to make this statement more confidently.

Keywords: Aquaculture; Density; Hematology; Recirculation.
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1 INTRODUGAO

A Sardinella brasiliensis (Steinachner, 1879), conhecida como Sarddinha-
verdadeira € um pequeno peixe marinho pertencente & familia Clupeidae. E
encontrada principalmente entre o Cabo de S&do Tomé, Rio de Janeiro (22°S), e o
Cabo de Santa Marta, Santa Catarina (29°S) (Jablonski, 2007).

De acordo com a Resolugao SMAC n° 073, de 19 de agosto de 2022, que
fornece uma lista de espécies nativas do Rio de Janeiro ameagadas de extingdo, como
resultado da sobrepesca, a Sardinella brasiliensis esta atualmente ameacada de
extingdo (Rio de Janeiro, 2022)

De acordo com a FAO (2024), a sardinha representa 30% do total de
desembarques na area 34 do Atlantico Centro-Leste e cerca de 50% dos
desembarques na parte norte dessa area, destacando sua importancia econémica e
ecoldgica nessa regido especifica. E um dos peixes mais explorado entre os recursos
pelagicos costeiros, podendo levar a uma diminuigdo drastica da populagdo da
espécie e até comprometendo o equilibrio dos ecossistemas em que ela desempenha
um papel importante.

Estudos abordando a densidade de estocagem para o cultivo da sardinha-
verdadeira ainda nao foram feitos. Este fator pode ser determinante para
intensificagdo da producdo de sardinha, ja que sua biologia natural é de
comportamento de cardume (Paiva; Motta, 2000; Paiva; Falcao, 2002).

A densidade de estocagem na piscicultura (normalmente medida em kg/m?3)
€ um dos fatores mais importantes que devem ser considerados para a sobrevivéncia
e o desempenho de uma espécie cultivada (Mugwanya et al., 2022), porque impacta
a sobrevivéncia, o crescimento dos peixes, a produgéo e a qualidade da agua (rowland
et al. 2006).

Os sistemas de recirculacado aquicolas ou RAS, aceitam altas densidades de
estocagem, o que pode proporcionar uma producado de pescado bastante elevada
(Nazar et al., 2013), o que permite uma alta produtividade (produg&o por area ou por
volume de agua, é possivel produzir grandes quantidades em pequenos espagos).
Além de utilizar pouca area, a recirculacédo tem outro aspecto muito importante que é
o baixo uso de agua (agua reaproveitada) - sistema considerado mais sustentavel em

comparagado com a aquicultura convencional. A tecnologia emprega filtros fisicos,
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bioldgicos, e 0 método pode, a principio, ser usado para qualquer animal cultivado em
aquicultura, como moluscos, peixes, camardes, dentre outros (Mugwanya et al.,
2022).

Os parametros de controle, como fotoperiodo, temperatura da agua e niveis
de oxigénio, fornecem condi¢cdes estaveis e 6timas para os peixes melhorarem o
crescimento (Bregnballe, 2014). A grande vantagem deste recurso é que € possivel
prever o tempo exato em que o peixe estara pronto para vender e fazer um plano de
producao preciso (Bregnballe, 2014). Por conta disso, a gestdo geral é melhorada e a
capacidade de comercializar pescado de forma competitiva € aumentada (Nazar et
al., 2013; Bregnballe, 2014).

A utilizagédo da analise hematoldgica em peixes € uma importante ferramenta
para avaliagdo da saude dos animais (Tavares; Moraes, 2009), e auxilia na detecgao
de doengas e alteragbes hematoldgicas apos experimentos (como o0 uso de novas
terapias que auxiliam no combate de doencas, alteragdes na qualidade da agua ou
introdugéo de novas dietas) (Fazio, 2019). Além disso, a avaliagdo hematoldgica pode
revelar situacdoes de estresse, portanto a importancia de verificar se o sistema e a
estrutura de cultivo desses animais estao adequados para a espécie. A hematologia
€ o estudo dos elementos do sangue, decodificando seus componentes e analisando
diferentes células sanguineas em busca de padrdes alterados que indiquem possiveis
patologias (Ranzani et al., 2013). Mudancgas, tanto nas condi¢des naturais e culturais
quanto na dieta, levam a uma série de alteragdes nos constituintes do sangue
(Lizama; Cagni; Zavaski, 2020).

Os estudos realizados sobre a sardinha brasileira tém focado principalmente
no seu uso na pesca (Castello, 2006), na sua ecologia (Schneider; Schwingel, 1999)
e na biologia (Braga, 1987), no momento os conhecimentos sobre a hematologia da
Sardinella brasiliensis € muito escasso, havendo apenas um artigo publicado
(Schauer, 2024).

Portanto, este estudo teve como objetivo analisar os parametros
hematologicos de sardinhas acondicionadas em diferentes densidades de estocagem.
Com base nesses dados, podera ser possivel desenvolver sistemas de cultivo que

aumentem a producao da espécie.



2. HIPOTESE

Considerando que as sardinhas possuem naturalmente o comportamento de
cardume, sua criagao em sistema de recirculagao, sob densidades de estocagem mais
elevadas, pode ser realizada sem prejuizo fisioloégico aos animais, o que € verificado

pelo comportamento dos parametros hematoldgicos.

2.1 OBJETIVO

2.2 OBJETIVO GERAL

Analisar os parametros hematologicos da sardinha criada em sistema de

recirculagéo, verificando a influéncia da densidade de estocagem.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar a influéncia da densidade sobre a contagem de eritrécitos,

leucdcitos totais e trombdcitos.

b. Avaliar a influéncia da densidade sobre os linfocitos, neutrdfilos e

monocitos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Sardinella brasiliensis

Sardinella brasiliensis (Steindachner, 1879) conhecida como Sardinha-
verdadeira (Figura 1), € uma espécie onivora que se alimenta principalmente de
fitoplancton e zooplancton, alimentos ricos em PUFA n-3 (Acidos Graxos Poli-
insaturados Omega-3) (Schneider; Schwingel, 1999). Além disso, ela apresenta uma
vantagem ao ser cultivada, pois aceita facilmente alimento artificial e se beneficia da
disponibilidade de alimento natural em determinados cultivos (Cerqueira et al.,2020).
Essas caracteristicas tornam a espécie uma candidata promissora para o seu cultivo.
Na biologia dos peixes clupeoides o0s aspectos mais notaveis € que estes vivem
normalmente em grandes cardumes pelagicos, resultantes de variadas causas;

mostram grandes atuagdes no sucesso da reprodugéo nos periodos de desova.

A sardinha-verdadeira € endémica da costa brasileira, geograficamente
isolada das demais espécies do género, no oceano Atlantico. Distribui-se desde o
cabo de Sdo Tome (latitude 22°S - Rio de Janeiro) até o cabo de Santa Marta (latitude
29°S - Santa Catarina) (Paiva, 1997). A espécie é o mais importante recurso pesqueiro
marinho do Brasil e, em volume de producédo, com desembarques concentrados nos
estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina (Paiva, 1997). A dindmica
populacional da sardinha-verdadeira esta relacionada com processos oceanograficos:
a agua central do Atlantico Sul (ACAS), que flui em dire¢ao norte por baixo da corrente
do Brasil, penetra na camada de fundo da plataforma continental e se aproxima da
costa. Entre as aguas superficiais quentes e as aguas frias da ACAS forma-se uma
termoclina pronunciada nas camadas sub-superficiais (Matsuura, 1989). Isto
determina o aumento da produgdo primaria na regido costeira e explica a

concentracdo de cardumes da sardinha-verdadeira.

Como resultado da sobrepesca, a prevaléncia da sardinha brasileira na
pesca vem diminuindo nos ultimos 40 anos, segundo dados obtidos no boletim
estatistico do Ministério da Pesca e Aquicultura (Brasil, 2012). De acordo com a
Resolugdo SMAC n° 073, de 19 de agosto de 2022, que fornece uma lista de espécies
nativas do Rio de Janeiro ameacgadas de extincdo, a Sardinella brasiliensis esta

atualmente ameacgada de extingao (Rio de Janeiro, 2022).



A partir de 2009, tém sido desenvolvidas tecnologias de melhoramento da
sardinha, melhorando a aquicultura da espécie com resultados encorajadores, como

a melhoria das taxas de reproducéao (Cerqueira et al., 2020).

Diante desta situagao, a aquicultura de Sardinella brasiliensis € uma boa
alternativa para atender a demanda da industria de forma sustentavel e evitar a

superexploragao da espécie na natureza.

Figura 1- Sardinella brasiliensis

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

3.1.1 Densidade de estocagem

A densidade de estocagem é um fator crucial na produgéo final de um cultivo
porque impacta a sobrevivéncia, o crescimento dos peixes, a producéo e a qualidade
da agua (Rowland et al. 2006).

Estudos abordando a densidade de estocagem para o cultivo da sardinha-
verdadeira ainda nao foram feitos. Este fator pode ser determinante para
intensificacdo da produgdo de sardinha, ja que sua biologia natural é de
comportamento de cardume (Paiva; Motta, 2000; Paiva; Falcdo, 2002). Em um
cardume s&o considerados os comportamentos do grupo, nao representados por um

unico animal (Delcourt; Poncin, 2012).

Por isso, a densidade maxima de peixes no tanque deve ser determinada
pela taxa maxima de alimentacéo (kg de alimento/hora ou dia) que o sistema pode

suportar e ainda manter a qualidade da agua adequada (Nazar et al., 2013). A taxa
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de alimentagdo maxima dependera do sistema de tratamento de agua, do tipo de

peixe cultivado e do tipo de alimentagao (Nazar; Jayakumar; Tamilmani, 2013).

Em ambientes de alta densidade, os animais podem estar sujeitos a uma
série de estresses e condigdes adversas que podem afetar sua saude de varias
maneiras. Um desses impactos pode ser a ocorréncia de patologias dermatoldgica.
Entre essas patologias uma condi¢ao especifica que pode surgir em situagées de alta
densidade € a Dermatite Linfoplasmo-histiocitica Ulcerativa Difusa (DLPUD) (Muller;
Santos, 2010).

Em situacbes de alta densidade populacional, como em sistemas de
confinamento animal, ha um aumento da probabilidade de ocorréncia de choques
mecanicos entre os individuos (Ramos; Kschischo; Sychrova, 2016). Esses choques
podem resultar em lesdes na pele, abrindo caminho para infecgbes secundarias e
desencadeando processos inflamatdrios cronicos. Portanto, é crucial reconhecer os
desafios enfrentados pelos animais em ambientes de alta densidade e implementar

medidas de manejo adequadas para prevenir e tratar possiveis patologias.

3.2 SISTEMA DE RECIRCULACAO AQUICOLA (RAS)

Os sistemas de recirculacdo aquicolas ou RAS (Figura 2), aceitam altas
densidades de estocagem, o que pode proporcionar uma produgao de pescado
bastante elevada. Os RAS utilizam cerca de 90% a 99% menos agua do que outros
sistemas de producdo, o que os torna ambientalmente responsaveis (Nazar;
Jayakumar; Tamilmani, 2013). E uma técnica que cultiva animais aquéticos, como
peixes, reutilizando a agua usada na produgao (Bregnballe,2014). A tecnologia
emprega filtros fisicos, biolégicos, e o método pode, a principio, ser usado para
qualquer animal cultivado em aquicultura, como moluscos, peixes, camardes, dentre
outros (Mugwanya et al., 2022). Entretanto, € uma tecnologia explorada e utilizada

principalmente no cultivo de peixes (Bregnballe, 2014).

Os sistemas sao implementados em varios tipos de produgdo, desde
aqueles que produzem toneladas de peixes para consumo, até sistemas pequenos e
sofisticados usados para repovoamento ou preservacao de espécies de preocupagao

ecologica (Bregnballe, 2014). A carga de sdlidos em suspensao, especialmente para



particulas muito finas, € um dos principais problemas do RAS. A qualidade da agua
pode ser prejudicada pela presenca e acumulo de residuos particulados (fezes, restos
de ragao e flocos de bactérias). Isso prejudica a eficiéncia das instalagbes de
tratamento de agua (Nazar; Jayakumar; Tamilmani, 2013).

O RAS pode ser realizado em diferentes vazdes, que depende do volume a
ser recirculado e das caracteristicas biolégicas da espécie a ser produzida. A criagéo
em RAS permite que o produtor tenha maior controle sobre os fatores de produgéo.
Deve-se considerar que a capacidade do aquicultor de operar o RAS é tao importante

guanto sua capacidade de cuidar dos peixes (Bregnballe, 2014).

Os parametros de controle, como fotoperiodo, temperatura da agua e niveis de
oxigénio, fornecem condi¢cbes estaveis e Otimas para os peixes melhorarem o
crescimento (Bregnballe, 2014). As condigdes estaveis criam um padrdao de
crescimento estavel e previsivel, o que permite aos produtores preverem com precisao
quando o peixe atingira um estagio ou qualidade especifica (Bregnballe, 2014). A
grande vantagem deste recurso € que € possivel prever o tempo exato em que o peixe
estara pronto para vender e fazer um plano de produgao preciso (Bregnballe, 2014).
Por conta disso, a gestao geral € melhorada e a capacidade de comercializar pescado
de forma competitiva € aumentada (Bregnballe, 2014; Nazar; Jayakumar; Tamilmani,
2013).

Figura 2- Sistema de recirculagdo aquicola

A

Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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3.3 HEMATOLOGIA

A hematologia estuda as alteragdes dos padrdes e dos disturbios morfolégicos
das células do sangue; o sangue € um tecido conectivo de propriedades especiais,
sua matriz extracelular é liquida (plasma), composta por 90% de agua, 7% de
proteinas (globulinas e albumina) que s&o imprescindiveis para manutengdo da
pressao oncoética, além disso, € composto por metabdlitos como horménios, enzimas
e eletrdlitos variados (Paiva et al., 2007). A porgao figurada do sangue € composta
por eritrécitos, leucocitos e trombdcitos cuja origem, desenvolvimento e funcgao,
principalmente dos leucdcitos, ndo sdo conhecidas por completo nos peixes,

causando controvérsias entre diferentes estudos (Tavares—Dias; Moraes, 2004).

3.3.1 Eritrocitos

Segundo Tharall et al, (2007), os eritrocitos (Figura 3) maduros de peixes
normais sao ovais e nucleadas centralmente; tanto os eritrocitos quanto seus nucleos
sdo ovais a elipsoidais; o citoplasma apresenta-se eosinofilico claro, homogéneo,
podendo conter quantidade variavel de pontos claros rarefeitos ou vacuolos
associados a degeneragao de organelas celulares.

A destruicdo acelerada dos eritrécitos pode ocorrer por parasitas
sanguineos, virus, bactérias, doengas metabdlicas e intoxicagdes, doenca renal
crbénica, deficiéncia de proteinas e minerais, como ferro, cobre, cobalto, selénio,
deficiéncia de vitaminas, doencas inflamatorias e agentes infecciosos (Sheridan;
Mommsen, 1991).

3.3.2 Trombocitos

De acordo com Tavares-Dias et al., (2004), ao comparar os trombdcitos
(Figura 3) dos peixes com as plaquetas dos mamiferos, que s&o anucleadas, os
trombdcitos sao células completas. Possuem células elipticas com nucleo fusiforme,
e se diferenciam dos linfocitos gragas a sua intensa vacuolizagéo. Tanto em peixes
marinhos quanto dulcicolas, possuem a fungao de defesa do organismo, através da
atividade fagocitica, 17 podendo ser hemostatica e homeostatica. Também possuem
a funcdo semelhante as plaquetas dos mamiferos, reduzindo a predisposicdo a



infeccdes. Alteragdes na contagem relativa de células sanguineas de defesa organica

podem indicar a ocorréncia de processos infecciosos (Blaxhall; Daisley, 1973).

Figura 3- Extensado sanguinea. Aumento 400x. Eritrocitos (a), Trombdcito (b)

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

3.3.3 Leucocitos

Os leucécitos sdo as células responsaveis pela defesa do organismo,
utilizam as vias sanguineas para realizar o monitoramento de possiveis infecgbes e
ou injuria tecidual. Integram diferentes linhagens celulares nas quais sao diferenciados
morfologicamente pela presenga ou auséncia de granulagdes, assim como pelas suas
caracteristicas morfologicas, tintoriais e citoquimicas (Satake; Padua; Ishikawa,
2009).

O aumento de leucécitos pode ser observado no inicio de um estresse na
maioria das espécies de peixes, sendo considerado como uma tentativa de recuperar
a homeostase em desequilibrio; o decréscimo na contagem de leucdcitos pode ser

atribuido pelo enfraquecimento do sistema imunoldgico (Vosyliené, 1999).

3.3.4 Neutrofilos

Os neutrdfilos (Figura 4) nos peixes teledsteos sdo arredondados e seu
citoplasma possui granulagdes acidofilas muito finas. O nucleo apresenta forma de

bastonete, com a cromatina nuclear pouco compactada e sem nucléolo visivel; podem
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aderir as células endoteliais e transmigrar para os focos inflamatérios atraidos por

quimiotaxinas, de acordo com Vosyliené (1999).

3.3.5 Eosinodfilos

Os eosindfilos tém tamanho semelhante ou ligeiramente superior aos
neutréfilos, um nucleo redondo ou lobado e granulos eosinofilicos em um citoplasma

azul palido.

Os eosindfilos s&o células escassas no sangue periférico dos teledsteos, como
relata Paiva et al., (2007).

3.3.6 Basofilos

Os basofilos sdo células menores que os neutrofilos, com forma
arredondada e contorno regular. O nucleo acompanha o formato da célula, apresenta
cromatina compactada e ndao tem nucléolos. O citoplasma apresenta granulagdes
grosseiras basofilicas, que recobrem o nucleo na maioria das vezes, como cita Paiva
et al., (2007). A funcao dos basdfilos de peixes nao esta definida e parece estar ligada

aos processos alérgicos, ja que possuem histamina em seus granulos.

Os basodfilos sdo muito raros nas Sardinellas brasiliensis (Santos; Scheuer;
Souza, 2024), sendo essas células pouco ou ndo encontradas em extensdes

sanguineas.

3.3.7 Linfocitos

Os linfocitos (Figura 4), segundo Matos;Matos (1995), s&o ceélulas
predominantemente arredondadas, de tamanho variado, com o citoplasma basofilico
e sem granulagdes visiveis. O nucleo possui forma arredondada, cromatina densa,

sendo elevada a sua relagdo com o citoplasma (Smith et al., 2004).

Os linfécitos tém um papel chave na imunidade celular, imunomediada e
inata, que parece ser transversal a todos os vertebrados. Nos peixes e na maioria dos
répteis, os linfcitos séo o principal leucdcito encontrado em circulagao, chegando aos
50-75% e aos 80%, respectivamente (Weiss et al., 2010).



Figura 4- Extensao sanguinea. Aumento 400x. Eritrécito (a), neutrdfilo (b),
linfécito (c).

Fonte: Arquivo pessoal (2024).

3.3.8 Monécitos

Os mondcitos (Figura 5) possuem o citoplasma com grande quantidade de
mitocondrias e vacuolos, algum reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, sendo
consideradas verdadeiras células em transito no sangue periférico. Eles atuam na
reacao inflamatoria e resposta imunolégica nas quais ocorre a fagocitose, sendo de

extrema importancia aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Tharall et al., 2007).

Figura 5- Extenséo sanguinea. Aumento 400x. Eritrocito (a), mondcito (b).

Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ORIGEM DOS PEIXES E MANUTENCAO PREVIA AO EXPERIMENTO

Os juvenis de sardinha-verdadeira (5,97 + 0,72 g e 8,9 £ 0,52 cm) foram
obtidos de desova espontanea de reprodutores (geragao F3), mantidos em tanques
de lona com volume util de 8000 L, com fotoperiodo natural (Cerqueira et al., 2020).
Ap0Os as desovas, foi realizada a coleta dos ovos em um coletor cilindro-cénico (35 L)
com tela de 500 uym, acoplado na saida de agua do tanque dos reprodutores. Os ovos
coletados foram mantidos em tanques circulares até que atingisse a fase juvenil

(Cerqueira et al., 2020) e o tamanho adequado para o inicio do experimento.

Antes do experimento, os peixes foram mantidos em tanques circulares de
5000 L a uma temperatura média de 25 °C, com fluxo continuo de agua (19 a 20 L
min'), salinidade de 35 e alimentados com ragdo comercial (45% de proteina bruta,
8% extrato etéreo, 12% umidade maxima, WEAN PRIME 45 BERNAQUA, Bélgica)
até a saciedade aparente, trés vezes ao dia. Diariamente o tanque foi sifonado para

retirada dos detritos depositados no fundo.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com teste de seis
densidades de estocagem, 0,48, 0,97, 1,45, 1,93, 2,42 e 2,9 kg/m?® (equivalente a 83,
167, 250, 333, 417 e 500 peixes/m®) em duplicata, totalizando 12 unidades

experimentais. O periodo conduzido para a realizacao experimental foi de 50 dias.

4.3 PROCEDIMENTOS ESPECIFICOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Piscicultura Marinha (LAPMAR)
mediante aprovagdo no Conselho de Etica e Uso Animal (CEUA). O LAPMAR faz
parte da Estacdo de Maricultura Elpidio Beltrame situado na Barra da Lagoa, na
cidade de Florian6polis- SC. A agua do mar utilizada pelo laboratério € captada na

praia do Mogambique, localizada na costa leste da ilha de Santa Catarina e



armazenada em uma cisterna. Antes de qualquer manejo dos juvenis de sardinha

foram anestesiados com benzocaina a 35 mg L' (Takeuchi, 2012).

4.4 SISTEMA DE RECIRCULAGAO

O sistema de recirculagdo no qual o experimento foi realizado é composto de
12 tanques circulares de fibra de vidro, com cor interna azul (0,7 m de diametro; 0,39
m de profundidade), contendo 0,15 m?® de volume total. O volume util utilizado sera de
0,12 m® em todos os tanques, com vazéo de 2,4 L Min"' (2880%/dia). A incorporagéo
do oxigénio foi realizada por pedras porosas com ar atmosférico provindo de um
compressor radial de ar. Salinidade de 35 para melhor desempenho dos peixes
(Owatari et al., 2023). A temperatura da agua do sistema esteve em 26 °C, mantida
por termostatos de 500W (OCEAN TECH WARMER X-5 500W), localizados no sump
(tanque de coleta de agua).

Para contencgao dos sélidos, um filtro fisico (saco com malha de ~100 um)
foi introduzido na tubulagdo de retorno dos tanques, com o objetivo de reter as
particulas presentes no sistema. Considerando uma limpeza capaz de remover
compostos organicos da agua, um fracionador de particulas (skimmer), com vazéo
variando de 3 a 12 m® h™' foi utilizado. O biofiltro adotado é do tipo submerso de leito
fixo (FBB), ou seja, de leito fixo com biofilme aderido ao material suporte (midias de
polipropileno), com volume de 0,04 m3. A iluminacgao artificial, com lampadas de vapor
metalico de 400W (E-40 HQI, Halogen Quartz lodide, NSK, Palhoca, Brasil), com
intensidade luminosa de ~ 400 lux e temperatura da cor de 5000K e fotoperiodo

controlado de 16/8 h (horas de luz/escuridao).

4.5 ALIMENTACAO

A alimentagdo com ragao comercial micro-extrusada com tamanho de 0,8 a 1
mm, com niveis de garantia nutricionais de 45% de proteina bruta, 8% extrato etéreo,
12% umidade maxima (WEAN PRIME 45, BERNAQUA, Bélgica). O fornecimento da
racdo era 5,45% da biomassa (Baloi et al., 2017) e ocorreu duas vezes ao dia
(8nh30min e as 17h) (Baloi et al., 2014), durante todo o experimento, até a saciedade
dos peixes. Diariamente o tanque foi sifonado para retirada dos detritos depositados

no fundo.
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4.6 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

4.6.1 Coleta de amostras de sangue

A coleta dos peixes (n = 6 por unidade experimental) foi realizada com o auxilio
de um pucga. Apos a coleta, os peixes foram anestesiados com benzocaina (35 mg L
). Uma vez anestesiados, a amostragem de sangue foi realizada por pungao do vaso
caudal, utilizando seringa hipodérmica plastica descartavel de 1 mL contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA 10%). As amostras foram
transferidas para tubos tipo Eppendorf (2 mL) e acondicionadas em uma caixa de

isopor com gelo reutilizavel para as analises seguintes.

4.6.2 Extensao sanguinea

O volume de 5 pL de sangue previamente homogeneizado foi utilizado na
confecgao de extensdes sanguineas em duplicata para contagem de leucdcitos totais,
trombdcitos totais e contagem diferencial de leucdcitos através da extensdo em lamina

histologica.

Para secagem, as extensdes foram dispostas em local adequado e ventilado.
Apoés secas, as laminas foram coradas com a solugdo de May-Grunwald-Giemsa-
Wright (MGGW) durante um minuto. Apds foram cobertas por agua destilada, quando
é feito um processo de homogeneizagao com o auxilio de uma pipeta de plastico. Em
seguida, as extensbes foram lavadas em &gua corrente e deixadas secar para
posteriormente fazer a leitura em microscopio de luz com objetiva de 40x em 6leo de

imersao (Tavares; Moraes; Ruas, 2004).

4.6.3 Anadlise dos parametros sanguineos

Para analise de eritrécitos, aliquotas de 10 yL de sangue foram diluidas em
2 ml da solugdo de formol citrato em tubos de ensaio de vidro. Apds a
homogeneizagdo da solugéo, foi utilizada a cdmara de Neubauer para a contagem.
Os eritrocitos encontrados em cinco areas de 0,04 mm? foram contabilizados a partir

da aplicagcédo da seguinte formula:



n? de eritrocitos *5 = 10 x 200
1.000.000

Rbc (ul) =

O resultado € expresso em numeros de eritrécitos (milhdes) por uL de sangue.
As contagens total e diferencial dos leucocitos foram realizadas por meio das
extensbes sanguineas, e analisadas sob microscépio 6ptico na objetiva de imerséo
(1000x). Os leucdcitos totais (WBC) foram quantificados pelo método indireto, em que
sdo contados os leucécitos (WB) encontrados entre aproximadamente 2000
eritrocitos, e estimados pela relagdo do numero de eritrocitos totais (RBC) conforme a
equacao (Hrubeck; Cardinale; Smit, 1998):

WB X RBC

WBC = —500

Para contagem diferencial dos leucdcitos foram classificados 100 leucdcitos
de acordo com suas caracteristicas citologicas e determinada a porcentagem de
neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basdfilos (Saha; Homechaudhuri;
Banerjee, 1997). Os tipos leucocitarios foram quantificados relacionando os valores

percentuais com o valor total de leucdcitos.

4.7 QUALIDADE DA AGUA

A temperatura e concentracdo de oxigénio dissolvido foram medidas
diariamente no periodo da tarde (14h), com auxilio de um oximetro (YSI PRO20,
Yellow Springs, Ohio, EUA). Duas vezes na semana foram medidos o pH, com auxilio
de um peagametro (YSI EcoSense 10 A, Yellow Springs, Ohio, EUA); a salinidade,
com auxilio de refratdmetro otico (RT-'0ATC, Instrutherm, Sao Paulo, Brasil); amonia
e nitrito foram determinados através do procedimento de colorimetria com indofenol e

colorimetria diazotacao, respectivamente (Grasshoff; Kremling; Ehrhardt, 1999).

Nos ultimos 10 dias de experimento, foi realizada a coleta da agua do
sifonamento dos tanques para aferir a carga de sélidos totais presentes no sistema
(suspensos ou dissolvidos na agua). Para esta analise foi utilizado o método 2540B

proposto por Apha (2017).
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Os sélidos sedimentaveis, material que se deposita dentro de um periodo de
trinta minutos, foram quantificados utilizando o cone de Inhoff, e seguindo o protocolo
2540F adaptado de Apha (2017).

4.8 ANALISE DE DADOS

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para determinar a normalidade dos
dados e o teste de Levene para avaliar a homogeneidade das variancias
(homocedasticidade). A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada uma vez
confirmados os pré-requisitos. Para todas as analises estatisticas realizadas foi

utilizado o software STATISTICA (versdo 7.0) com nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

Os resultados da analise hematoldgica incluiram tanto a contagem total de
leucdcitos e trombdcitos quanto a contagem diferencial de leucdcitos. A contagem
diferencial revelou a presenga predominante de trés tipos de células: linfocitos,
neutrofilos e mondcitos. Notavelmente, ndo foram observadas células de basodfilos e
eosindfilos nas extensdes sanguineas analisadas, indicando a auséncia desses tipos

celulares no sangue avaliado.

Para investigar a possivel relagdo entre a densidade e os parametros
hematoldgicos, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA). A influéncia da densidade
dos parametros hematolégicos analisados foi considerada irrelevante (p>0,05),
indicando que variaveis de densidade n&o influenciam significativamente a

composicao celular observada nas amostras de sangue.

Comparando os padrdes hematologicos no presente estudo com a literatura foi
possivel identificar a presenca de trombocitopenia, linfopenia, monocitopenia e
neutropenia no qual sugere um quadro infeccioso pela diminuigdo da quantidade de
células de sangue. Os animais apresentavam uma les&o ulcerada na face, proximo a
boca, podendo ser este o motivo da alteracdo hematoldgica. Apds anestesia e
eutanasia de 5 peixes, o tecido da lesao foi coletado, fixado em formalina tamponada
10% e enviado para analise em um laboratério particular para histopatolégico, no qual
confirmou o processo infeccioso sendo este a dermatite linfoplasmo-histiocitica
ulcerativa difusa (figura 6) onde foi identificada em todos os animais do estudo.
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Tabela 1- Parametros hematoldgicos (média + desvio padrao) de sardinha
verdadeira (Sardinella brasiliensis) mantida sob diferentes densidades.

Parametros D10 D20 D30 D40 D50 D60 GERAL

E (x10°.uL") 2,07£1,73  0,77x0,89  1,79£1,55 2,40+1,76 2,04+1,87 1,50+0,78 1,76+£1,53
LT (x10%.pL")  10,33%9,26  7,03x7,72 10,04+8,83 19,99+15,34 12,84+13,56 11,10£9,30 11,89+11,37
T (x10%.pL") 4,33+4,11  3,68+2,86 2,94+241 11,56+11,38  6,13+6,23 5,62+4,59 5,71%6,50
L (x10%.pL™") 9,94+8,81 6,49+7,19  9,59+8,57 18,58+14,02 12,29+12,80 10,30+8,26 11,20+10,58
N (x103.pL"") 0,23+0,31  0,15+0,24  0,18+0,18 0,42+0,60 0,26+0,45 0,29+0,40 0,26+0,39

M (x10%.uL"") 0,15+0,38 0,38+0,42  0,23+0,26 0,97+1,33 0,27+0,49 0,50+0,69 0,42+0,72

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Legenda dos parametros: Densidade 10 (D10) densidade 20 (D20), densidade 30 (D30), densidade
40 (D40), densidade 50 (D50), densidade 60 (D60), valor geral de cada densidade (G). Eritrécitos (E),
leucdcitos totais (LT), trombdcitos (T), linfocitos (L), neutrofilos (N), mondcitos (M)

A dermatite linfoplasmo-histiocitica ulcerativa difusa € caracterizada por lesdes
ulcerativas extensas e eritematosas, algumas delas podem apresentar-se
hiperémicas devido ao grau de inflamagao, assim como o tecido ao redor. Essas
lesbes surgiram em aproximadamente um més apos o inicio do experimento e foram
observadas em todos os animais distribuidos em 12 tanques.

Figura 6- Presenca de dermatite linfoplasmo-histiocitica ulcerativa difusa em
Sardinella brasiliensis

Fonte: Arquivo pessoal (2024).



6 DISCUSSAO

Sardinella brasiliensis € uma espécie crucial para a pesca comercial nas
regides sul e sudeste do Brasil, mas enfrenta o risco de extingdo devido a pesca
excessiva. Portanto, pesquisas voltadas para a aquicultura dessa espécie sao
essenciais, pois ajudam a preservar e monitorar S. brasiliensis em ambientes de

cultivo.

Os parametros hematologicos séo frequentemente utilizados como
indicadores de saude na aquicultura de peixes. No entanto, existem poucos estudos
especificos sobre os parametros hematolégicos de Sardinella brasiliensis, o que

destaca a originalidade deste estudo.

Os resultados obtidos na analise estatistica indicaram que n&o ha influéncia
da densidade de estocagem sobre os parédmetros hematologicos medidos.
Especificamente, a analise de variancia (ANOVA) nao mostrou diferencas
estatisticamente significativas, sugerindo que a variacédo na densidade nao afeta a
composigao celular observada nas amostras de sangue. Podendo indicar que outros
fatores, como a idade, o estado nutricional ou a saude geral dos espécimes, tém um
papel mais importante na determinagao dos niveis hematoldgicos. Além disso, a ndo
irrelevancia estatistica encontrada pode sugerir que os parametros hematolégicos
analisados sdo bastante robustos e ndo facilmente influenciados por variagdes na
densidade dos espécimes. Os parametros hematolégicos ndo foram influenciados
pelo aumento da densidade, portanto, é possivel usar densidades mais altas (e obter
maior produtividade) sem prejuizos fisiolégicos aos animais, em comparagao com as

densidades mais baixas.

Por outro lado, comparando a média e desvio padrao dos trombocitos,
leucdcitos totais, neutrédfilos e mondcitos (Tabela 1) com a literatura, € possivel
identificar um decréscimo nos valores obtidos. De acordo com Santos; Scheuer;
Souza, (2024) em que comparava as células de sangue da Sardinella brasiliensis,
estes animais também juvenis, porém com densidades de estocagem distintas e com
objetivo de comparar diferentes concentragdes de PUFA n-3 adicionados na dieta, a
média e desvio padrao de trombdcitos foi de 31.04 + 9.67x103%.uL-"! respectivamente,

no presente estudo, os resultados foram de 5,71 + 6,50x10%.uL-". Para leucdcitos totais



L]

os valores da literatura foram 302.92 + 49.80x10%.uL' enquanto os resultados
encontrados na tabela 1 deste trabalho foram de 11,89 + 11,37x103%.uL"", indicando
uma diferenga significativa. Em relagéo aos linfocitos os valores da literatura eram de
249.94+62.07x10%.uL"" enquanto neste trabalho foram de 11,20 + 10,58x103.uL™". Para
0os mondcitos, a literatura reporta um padrédo de 4.23+2.08x103%.uL-' comparados ao
0,42 + 0,72x10%.uL' encontrados neste estudo. Finalmente, os neutréfilos
apresentaram valores de 1.71+2.08x10%.uL™" na literatura, enquanto os resultados
deste trabalho foram de 0,26 + 0,39x10%.uL"'. E possivel observar que pela
comparagao dos padrées hematoldgicos obtidos na literatura e encontrados no
presente trabalho ha indicios de um processo infeccioso. Este pode estar relacionado
com a dermatite linfoplasmo-histiocitica ulcerativa difusa que esses animais
apresentaram quando foram submetidos em sistemas de recirculagdo (RAS)
considerando o quadro de trombocitopenia, linfopenia, monocitopenia e neutropenia
(Paiva; Mota, 2002). Porém é importante levar em consideragédo as diferencas de
estocagem e objetivo do presente estudo comparado a literatura, ressaltando que
essas diferengas podem ser a causa da distincdo dos parametros comparados

A dermatite linfoplasmo-histiocitica ulcerativa difusa € uma inflamacéao
cutanea significativa, onde os linfocitos (células brancas do sangue que fazem parte
do sistema imunolégico), plasmécitos (células que derivam dos linfocitos B e
produzem anticorpos) e histiocitos (células derivadas dos mondcitos que estao
envolvidas na resposta imune, fagocitando material estranho) se acumulam na pele
inflamada (Paiva; Mota, 2002). Embora essa patologia ndo tenha causado danos
zootécnicos significativos aos animais, foi notavel o impacto na saude da pele das

sardinhas.

Interessantemente, quando essas sardinhas foram realocadas para outros
tanques feitos de materiais diferentes, a patologia desapareceu. No laudo do
histopatoldgico sugere que a dermatite linfoplasmo-histiocitica ulcerativa difusa pode
ser desencadeada pelos sistemas de recirculagéo originalmente utilizados, pela alta
densidade de estocagem que pelo pequeno volume facilita o choque contra as
paredes podendo levar a lesdo. A mudanca de ambiente, especialmente para tanques
de materiais distintos, parece ter eliminado o agente desencadeador, permitindo que
as sardinhas se recuperassem da condigdo sem a necessidade de intervencdes

médicas adicionais.



Esses achados sublinham a importancia de considerar a composicéo e o
design dos sistemas de recirculagdo na aquicultura, ndo apenas para otimizar o
crescimento e a produgdo, mas também para garantir a saude e o bem-estar dos

peixes. A causa da lesao sugere ser pela estrutura do cultivo.

A observacgéo de que a patologia desapareceu com a mudancga de tanques
fornece uma direcdo importante para futuras investigagbes sobre os fatores

ambientais que podem influenciar a saude cutanea em sistemas de aquicultura.

Os resultados apresentados sugerem que a densidade de estocagem nao
exerceu influéncia significativa sobre os parametros hematoldgicos dos juvenis de
Sardinella brasiliensis neste estudo. Esta constatacdo indica que, ao considerar
praticas de manejo em sistemas de recirculagdo (RAS), aumentar a densidade pode
ser uma estratégia viavel para incrementar a produtividade sem comprometer a saude

hematolégica dos animais.

Entretanto, a diminuicdo significativa observada nos valores de trombdcitos,
leucdcitos totais, linfocitos, mondcitos e neutréfilos em comparagado com os valores de
referéncia da literatura sugere a ocorréncia de um processo infeccioso subjacente. A
associagao dessas alteragdes hematoldgicas com a dermatite linfoplasmo histiocitica
ulcerativa difusa previamente observada nos espécimes em RAS reforca a
necessidade de considerar n&o apenas a densidade de estocagem, mas também as

condi¢cdes ambientais e sanitarias em que os peixes sao criados.

Portanto, futuras investigacbes devem focar ndo apenas nos efeitos da
densidade de estocagem, mas também em estratégias para mitigar riscos de doencgas
infecciosas e promover o bem-estar hematoldgico dos peixes em sistemas intensivos

de criagdo.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que ndo ha uma influéncia
significativa das diferentes densidades de estocagem testadas e os paréametros
hematologicos dos peixes Sardinella brasiliensis. No entanto, ao comparar com o0s
parametros hematoldgicos encontrados na literatura, ha evidéncias que sugerem que
esses animais estavam em um processo infeccioso, especificamente dermatite
linfoplasmo-histiocitica ulcerativa difusa evidenciando que a o surgimento da patologia

pode estar relacionado ao choque mecanico desses animais no tanque.

Mais estudos sobre os parametros hematoldgicos da sardinha brasileira séo
necessarios para obter conclusées mais abrangentes e satisfatérias, assim como,
estudos futuros possam fazer analises complementares testando densidades ainda
mais altas. Considerando a importancia da Sardinella brasiliensis como isca viva para

a pesca e seu atual risco de extingao, tais pesquisas sdo fundamentais.
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9 ANEXO A- Resultado do Exame Histopatolégico

His t olZEEde)

Arnsliie Ansto Elea Yelwrimir

RESULTADO DE EXAME HISTOPATOLOGICD
NECROPSIA [x] BIOPSIA [ ]

PAT 4998, 5000, 5001, 5002 e 5003-23 [ Data rec: 31082023 | Data envio. Z20S2023

Clinico: Dr* Maria Alcina Manins de Casiro (LAPOM- UFSC) Fone: (48] 3721-6300

End.: Rod. Francisco Thomaz dos Santos, 3532 Ammacao,

Florianspolis-SC.

Tuter{a): LAPMAR- UFSC hiome comum: Sardinha idade: 06 meses,
Espécie: Sardinefls brasiens: (501, 502, 503, 518, 520) 01 ano e 03 anos
Sexn’ indeterminado

Conservacso do material® formal a 10%:

Histdria dinica: segundo informagdes da vetennana, “inicio da monalidade ha cinco dias. Um a dois animais mortos por
dia Sem lesdo exiema ou inema aparente. Peixe == sepam do cardume, nada sorinho & alguns mandestam
componamenio atipico da rodopios. Alguns animais passaram por epermentacio que tesiou por 50 dias densidades
diferentes [12-2 iiros por peixe], em iodas as densidades houve crescimento de uma nodulacdo na Bleral da cada lado do
labic {fofc]. Apds o experimanto, as sardinhas loram inoorporadas ao tanque de animas de manutencio a, depois de
algum E comag a motalidade nesse tanque. Peso: 10-3lg (cinco animak), comprmento (10-15cm)
Encaminhado drgaos em aloool 70%. Estado gevall escore: dois gordos, dois normais @ um magre, Cor, escamas, pele 8
mmpﬂmmvmmammmmmmmﬂmm

1(S1)- trato gastrointestnal, dois nodulos retirados de cada fado do labio, tecido nervoso (duas pares do encélalo)
Sardinha 3(S3)- trelo gasiroinfestinal & tecido nenvosc (encélalo) Sardinha 1(S1)- tato gastrointestinal, dois nddulcs
retirados de cada lado do labio, Boido nenvoso (duas panes do encefain). Sardinha 2(52)- Cabeca misie com nodulo
bilateral periabial Sardinha 18(S18)- Cabeca inteira ocom noduio bilateral perlabial. Sardinha 20{520)- Cabeca inteira com
nadulo bilateral perilabial.

Descricis de material erviado; recebidos cinco frascos identficados comp “S017, “502°, “S50%°, “518° e “5207 contendo
fragmentos de inestno e sistema nervoso central, aléem de cabegas com lkesdes em regido periabal bilsteral medindo
entire 1.0 x 0,6 x 0 4om & 2,1 x 0.8 x 04cm, fimas, reguiares, uvceradas, superlicies exiama g de cone amareladas com
argas ashrangucadas

Procedmenio [aboratoriai: HE [x] cokwacdo especial | | Quak

Descrigdo histopatiologica:

Pele (regido perilabial): acomatimento tecidual difuso por les3o inllamatina & ulcerativa caractenzada por acentuado
infiltrado de lindocitos, plasmacitos @ macofagos associado a perda localments exitensa do epitélo de revestimanio com
deposicio de debwis celulares & discretas dreas de hemomragia. Ha ainda discreta librose multilocal,

Trato gastrointestinal, brinquias, olhos, sistema nervoso: sem alteragies moriplogicas dignas de noa.

Diagnéstico histopatologica:

Pela (regido perilabial)- darmatite linfoplasmo-histiocitica ulcerativa difusa acentuada associada a discreta fibrose
multifocal

Trato gastrointestinal, bringuias, oihos, sistema nervoso; sem alteragdes morfologicas dignas de no@.

Comeniang: o3 achens T B P gD perd = oo e de it CRtnacE, MUl LSS DRSO RS AR lecrree
nem céiuine peceliticns. Dantr um don poaskvess, ddmrencinin para exe Bpo de lesie ext) ema ks por Waema Hewsala-us que fambdm nio forem
wiaushrades apenie: ideccicnst nem hesdes nismaidna nom deenas Orgdes araisades Meshes cRADE & RECETRAFG) & ESSOCIMCSO 00U AChaAANT COWM O
MBS QU T B0 TS DAD L8 SERETINGN A COLISA MO & 16 SETTITIR, DO SLEET,  SAIETGA 05 RN M DN (08 POTETEIT DETeT
mm“mmmmpﬂmﬁmnlmn“mlﬁ e s oy o arglo pam

arakme iy s achadiers com o e it Mo EHNICE (09 G DenieT B0 COMELITE,

muWMmamﬁmmwmuwmﬂnﬁuﬂw”ﬂuq Lm ainGac 08 Juabande dn

m'llh!d..l.' .Ilﬂ-' nhmndqlmhem
e = - 2 o i =0 n

Esn sEime deve S SniMSG0 ST CORJUND CEM 08 Cason clnicoe, epldemiclogizos @ Dboraien e G0 paciemte pars sunho SisgRoLion
imagens p Favor o b ariG CaRG A8 will e O Al CLMBAMSMD | ph G & SINCAST BENiE

End: BHIS QI 20 Bl C, Subsaolo L) 4145 Ed. Dom Bosco-Lage Sul  CNPJ: 21 2937817000120 Tel: XM7-4202/0%1 456708
E-nal hisiogao bab@gmailcom s e hiatopato com

Fonte: Arquivo pessoal 2024.






