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Resumo:

Com o elevado crescimento do setor de aquacultura, o interesse no estudo da performance do
crescimento de peixes e no fortalecimento do sistema imunolédgico, tem aumentado. Este estudo
teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de Gracilaria gracilis a racdo de dourada, assim
como avaliar o seu potencial de defesa num challenge bacteriano. Foram analisados os parametros
de crescimento, parametros hematoldgicos, a performance imunolégica (lisozima e peroxidase),
as enzimas antioxidantes do stress oxidativo, parametros metabdlicos plasmaticos e foi feita uma
avaliacdo de alteracbes morfoldgicas dos intestinos. A dieta suplementada com 5% de G. gracilis
moida, promoveu o crescimento, protegeu contra infecdo por Photobacterium damselae subsp.
piscicida e influenciou positivamente o perfil hematoldgico. Para além disso, ndo provocou
alteraces na morfologia do intestino, assim como ndo comprometeu a atividade das enzimas
antioxidantes do stress oxidativo. Os peixes alimentados com a dieta suplementada com 5% de
G. gracilis moida apresentaram contagem elevada de trombdcitos, o que pode justificar a alta
protecdo contra a Photobacterium damselae subsp. piscicida, conferindo 95% de sobrevivéncia.
A resposta imune ndo foi comprometida, tendo a dieta de extrato de alga a 0,15% apresentado uma
maior concentracdo de lisozima. Em conclusdo, a suplementacdo com alga moida foi capaz de
melhorar a satde dos peixes conferindo maior resisténcia bacteriana e melhor crescimento, o que

permite considerar a G. gracilis um bom suplemento dietético para a aquacultura sustentavel.

Palavras chave: Macroalgas; Aquacultura; Nutricdo de peixes; Metabolismo de peixe; stress

oxidativo
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Abstract

With the rising growth of the aquaculture sector, the interest in studying the performance of fish
growth and in strengthening the immune system, has been increasing. This study aimed to evaluate
the immunostimulatory effect of Gracilaria gracilis in gilthead seabream feed, as well as to
evaluate its defense potential in a bacterial challenge. Growth parameters were analyzed, and
analytical tests were performed to determine hematological parameters, immunological
performance (lysozyme and peroxidase), antioxidant enzymes from oxidative stress, plasma
metabolic parameters and evaluation of morphologic alterations on the intestines. The diet
supplemented with milled G. gracilis at 5%, improved growth, protected against infection by
Photobacterium damselae subsp. piscicida and positively influenced the hematological profile. In
addition, it did not cause changes in the intestine's morphology, nor did it compromise the activity
of oxidative stress antioxidant enzymes. The 5% diet of milled G. gracilis showed high numbers
of thrombocytes, which may justify the high protection against Photobacterium damselae subsp.
piscicida, ensuring 95% survival. The immune response was not compromised, and the 0.15%
seaweed extract diet showed a higher concentration of lysozyme. In conclusion, supplementation
with milled algae was able to improve the health of the fish, providing greater bacterial resistance
and better growth, which allows G. gracilis to be considered a good dietary supplement for

sustainable aquaculture.

Keywords: Macroalgae; Aquaculture; Fish nutrition; Fish metabolism; oxidative stress
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1- Introducéo

A populagcdo mundial tem vindo a crescer num ritmo muito acelerado, e segundo a Organizagao
das NacgOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura prevé-se que sera necessario assegurar a
producédo alimentar para 9 mil milhdes de pessoas em 2050. Acompanhando esta tendéncia, o
fornecimento global de pescado para consumo humano tem aumentado, permitindo um consumo
crescente per capita (de 9,9 kg em 1960 para 20,5 kg em 2018) (FAO, 2020). Com as capturas de
pescado estaveis desde 1980, é a aquacultura que tem respondido a crescente procura mundial,
tendo atingido em 2018, uma producdo de 82,1 milhdes de toneladas associadas a um valor de
cerca de 222 mil milhdes de euros. A aquacultura tem sido desde o inicio, um sector em expansao,
tendo desde 2014, contribuido mais do que a pesca para o fornecimento de peixe para 0 consumo
humano. Este facto representa um importante avanco no sentido de controlar a pressdo sobre os
stocks naturais, e garantir um abastecimento de pescado mais sustentavel (FAO, 2020). A
aquacultura tem crescido a uma taxa média anual de 5,6%, nos ultimos 10 anos, produzindo
atualmente cerca de 52% do peixe consumido em todo 0 mundo, e as estimativas apontam que em
2030 a aquacultura contribua com 60% do pescado para consumo humano e a sua producao supere
a pesca (54%) (FAO, 2020). Apesar deste crescimento, a aquacultura apresenta alguns
impedimentos quanto ao seu potencial desenvolvimento. As doencas infeciosas sdo a maior e mais
frequente causa de perda econdmica significativa e podem ser causadas pela presenca de diferentes
patdgenos. Para controlar estas doencas, séo utilizados agentes antimicrobianos (Plant & Lapatra,
2011). Os antibioticos tém sido rotineiramente administrados, mas apresentam impactos negativos
no meio ambiente e na saude, o que inclui o desenvolvimento de estirpes bacterianas
multirresistentes, a presenca de residuos nos tecidos comestiveis e a supressdo do sistema
imunologico (Bricknell & Dalmo, 2005; Tu et al., 2008). Por estas razdes, foram criados
regulamentos rigorosos para controlar o uso de antibioticos na Europa, Estados Unidos e noutros
paises. Além disso o numero de moléculas cuja utilizacdo é autorizada em peixes, tem diminuido
drasticamente o que desencadeou o desenvolvimento de estratégias alternativas para aumentar a

resisténcia dos peixes a doencas (Gatlin, 2002).



1.1- Macroalgas

O ambiente marinho, devido a sua incrivel biodiversidade, € um recurso natural rico em muitos
compostos biologicamente ativos (Molinski et al., 2009; Lordan et al., 2011). Muitos organismos
marinhos vivem em habitats complexos, expostos a condigdes extremas e, ao se adaptarem a novos
ambientes produzem uma grande variedade de metabolitos primarios e secundarios que ndo podem
ser encontrados noutros organismos (Lordan et al., 2011). Os compostos bioativos marinhos
podem ser originarios de uma vasta gama de organismos, incluindo plantas marinhas, macro e
microalgas ou microrganismos, todos contendo o seu conjunto exclusivo de biomoléculas
(Rasmussen & Morrissey, 2007). Em particular, as macroalgas produzem muitos compostos
biologicamente ativos, que incluem, entre outros, carotenoides, terpendides, clorofilas, ficobilinas,
acidos gordos polinsaturados, polissacarideos, vitaminas, esterois, tocoferdis e ficocianinas
(Michalak & Chojnacka, 2015; Peixoto et al., 2016a, b, c; Wan et al., 2018). Muitos destes
compostos bioativos produzidos pelas macroalgas sdo conhecidos por serem potencialmente Uteis
na area da salde e nutricdo (Kadam & Prabhasankar, 2010). As algas representam 30,1% da
biomassa e 9,7% do valor da producdo global da aquacultura, estimada em 32,4 milhdes de
toneladas em 2018 (FAO, 2020).

Gracilaria gracillis € uma macroalga vermelha (Rhodophyta) muito abundante em estuarios ou
baias, frequentemente encontradas na zona subtidal com menos de 1 metro de profundidade,
ligadas a rochas ou flutuando livremente, em ambientes com fluxo de agua reduzido podendo viver
em ambientes ricos em amonia ou nitratos (Lyra et al., 2016). S&o eurihalinas, o que significa que
podem tolerar uma ampla gama de salinidades, que varia entre 10 e 40 ppt, embora crescam melhor
a uma salinidade entre 25 e 33 ppt e toleram uma ampla gama de temperatura sendo a 6tima entre
20 e 28°C (Torres et al., 2019). A Gracilaria é notavel pela sua importancia econémica como
agarofita, devido ao seu conteudo elevado de ficocoldides, sendo a principal fonte de agar a-(1,4)-
3,6-anhydro-I-galactose e B-(1,3)-d-galactose e tambem como alimento para seres humanos e
animais marinhos. E considerada uma fonte de compostos bioativos, possuindo varios
componentes interessantes, como lipidos, proteinas, hidratos de carbono, ficobiliproteinas, fendis
e fitoquimicos biologicamente ativos (Francavilla et al., 2013). Estas algas também produzem
metabolitos bioativos importantes com atividade antibiotica, como &cido acrilico e eicosandides,

precursores das prostaglandinas. Estas moléculas relevantes, que resultam da oxidacdo de acidos



gordos polinsaturados (PUFA) originarias do acido araquidénico e dos acidos eicosapentaendicos,

s80 essenciais para contrariar processos de inflamacao (De Almeida et al., 2011).

1.2-  Uso de algas como imunoestimulantes em racdes de peixes

Um imunoestimulante pode ser definido como, um composto de origem natural que modula o
sistema imunolégico, aumentando a resisténcia do hospedeiro contra doengas infeciosas (Zhang et
al., 2013). Atuam melhorando os mecanismos de defesa ndo especificos, que podem ocorrer antes
de qualquer exposicao a um patdgeno, aumentando a sobrevivéncia. Os imunoestimulantes podem
ser agrupados de acordo com sua origem: bacteriana (por exemplo, glucanos), derivados de algas,
ou de origem animal (por exemplo, quitosano) e hormonas (citocinas e outros) (Caipang & Lazado,
2015).

O desenvolvimento no setor de aquacultura nas Gltimas décadas aumentou o interesse no estudo
da performance do crescimento de peixes e no fortalecimento do sistema imunoldgico, através da
manipulacdo da dieta (Banerjee & Ray, 2017). Isto levou a procura de métodos alternativos de
prevencdo de doengas recorrendo a compostos imunoestimulantes, probidticos, prebidticos e
simbidticos, como aditivos na dieta (Faggio et al., 2015). A administracdo de suplementos
alimentares funcionais tem sido a abordagem alternativa ao uso de produtos quimioterapicos,
sendo considerado 0 método mais ecologico de prevencdo das doencas nos peixes. Existem varias
fontes de compostos imunoestimulantes comprovadamente eficazes na prevencao de doencas de
peixes, nomeadamente aqueles que sdo extraidos de algas marinhas (Wan et al., 2018).
Adicionalmente, alguns extratos de algas marinhas possuem atividade antiviral e antibacteriana,
mostrando resultados encorajadores na suplementacédo de racao para peixes, especialmente quando
provenientes de algas vermelhas (Sahu et al., 2008; Rizzo et al., 2017; Hoseinifar et al., 2018).
Além disso, em instalacGes de producdo intensiva, 0s peixes sdo expostos continuamente a varias
praticas zootécnicas como manuseamento, confinamento, captura e transporte, que sdo potenciais
causadores de stress (lversen et al., 2005; Shabani et al., 2016) dai a importancia do uso de dietas
funcionais que visem um melhor rendimento da producéo (Li et al., 2008; Wassef et al., 2013), a
modulacdo do metabolismo dos peixes (Peixoto et al., 2016a), da imunidade (Ibrahem et al., 2010)

e o reforco das defesas antioxidantes (Xu et al., 2011).



A compreensdo dos efeitos da suplementacéo de algas marinhas é particularmente importante na
aquacultura, porque os protocolos de producao geralmente induzem condicdes de stress que afetam
as respostas do sistema imunoldgico (Scapigliati et al., 2002). A longo prazo, esta situacdo pode
comprometer o desempenho do crescimento (Leal et al., 2011) o bem-estar animal e, finalmente,
causar uma reducdo nas receitas. Ja ha estudos que sugerem que a ragdo suplementada com algas
marinhas pode diminuir a resposta ao stress e melhorar a resisténcia a doengas (Samad, 2013;

Araujo et al., 2016) e a qualidade da carne dos peixes (Valente et al., 2015).

As doencas causadas por infecfes bacterianas séo a mais importante e frequente causa de morte
em peixes marinhos (Cruz et al., 2012; Rodger, 2016). Photobacterium damselae subsp. piscicida
(Phdp) é um patdgeno bacteriano, bem conhecido em aquacultura, sendo responsavel por surtos
de doenca e importantes perdas econdémicas (Romalde 2002; Andreoni & Magnani, 2014). A
pasteurelose causada por Phdp continua a ser a septicémia mais importante nas exploracoes
aquicolas no mediterraneo causando mortalidade muito elevada (Romalde, 2002; Rodger, 2016).
A suplementagdo com 5% de Ulva spp. demonstrou aumentar a resisténcia a infecdo por Phdp em
pargos (Satoh, 1987) e tambem a suplementacdo com Ulva spp. e extratos de Chondrus crispus
demonstraram aumentar a estimulacdo do sistema imunoldgico nos fagécitos do pregado e do
salméo do Atlantico (Castro et al., 2004). Varios estudos comprovaram que a adi¢ao de pequenas
quantidades (2,5 - 10%) de algas as dietas de peixes resultaram em efeitos positivos, incluindo
aumento de crescimento, eficiéncia na utilizacdo da racéo, condicdo fisiologica, resisténcia a
doencas, melhor resposta ao stress (Emre et al., 2013; Norambuena et al., 2015), alteracdo da
microbiota intestinal e melhor retencéo proteica durante o periodo de inverno (Norambuena et al.,
2015). Além da imunocompeténcia, foi relatada uma correlacéo positiva entre o contetdo fendlico
das algas e a capacidade antioxidante através da inibicao da peroxidacéo lipidica (Heo et al., 2005).
Extratos de algas marinhas vermelhas e castanhas podem também ser utilizadas em tratamentos
terapéuticos e profilaticos eficazes contra Pseudomonas spp. (Thanigaivel et al., 2015) e a
suplementacdo dietética de Gracilaria spp. levou a melhores respostas antioxidantes e do sistema

inato em robalo (Peixoto et al., 2016c).

As algas vermelhas, como as do género Gracilaria spp., tendem a ter um elevado teor de proteinas
(de 10 a 50%), facto muito importante para o crescimento dos peixes (Makkar et al., 2016).

Queiroz et al. (2014) testaram o uso de Gracilaria spp., Ulva spp. e Fucus spp. em dois niveis



diferentes de suplementagéo (2,5% e 7,5%) e com uma dieta suplementada em mistura a 7,5%
(2,5% de cada alga), e concluiram que, embora a performance do crescimento ndo tenha sofrido
alteracdo, as respostas imunoldgica e antioxidante de S. aurata foram substancialmente

melhoradas.

1.3- Sistema Imune

O rapido desenvolvimento da aquacultura aumentou a frequéncia de surtos de doencas, estando
bem documentado que a ocorréncia de patologias depende do equilibrio entre hospedeiro,
patdégeno e ambiente, trés fatores com interacdo continua (Roberts, 2012). O sistema de defesa de
peixes &€ muito semelhante ao descrito em mamiferos, como em outros vertebrados. O sistema
imunologico inato de peixes € filogeneticamente mais antigo que o sistema adaptativo e fornece a

primeira linha de defesa (Hirano, 2018).

A resposta imune é desencadeada sempre que ha uma infecéo bacteriana, o que resulta no aumento
de células fagociticas para o local da infecao que produzem substancias como a lisozima, o sistema
complemento e compostos antiproteases que ajudam a combater a infecdo (Ellis, 2001; Machado
et al., 2015). Portanto, a atividade da lisozima, peroxidase e complemento podem ser usadas para

monitorizar a saude dos peixes (Peixoto et al., 2016c).

A lisozima é uma enzima importante na defesa inata e estd presente em invertebrados e
vertebrados, é sintetizada no figado e em locais extra-hepaticos em peixes, envolvida na hidrolise
(e lise) das ligacGes glicosidicas ligadas a - (1,4) dos peptidoglicanos da parede celular bacteriana
(Saurab & Sahoo, 2008). Embora primariamente associada a defesa contra bactérias Gram-
positivas, a lisozima também esta envolvida na defesa contra bactérias Gram-negativas, parasitas
e virus podendo ser encontradas em muitos locais, como muco, plasma e tecido linfoide e sdo
principalmente associadas e sintetizadas por macrofagos, neutréfilos e mondcitos (Carbone &
Faggio, 2016). Estudos demonstraram que a atividade da lisozima plasmatica pode ser influenciada
por varios fatores, como o stress, temperatura, tipo de alimentacao, entre outros (Torrecillas et al.,
2007).

A peroxidase € uma enzima principalmente produzida pelos granulos azurofilicos dos neutréfilos,

ou seja, apos a ativacdo, os neutrofilos libertam peroxido de hidrogénio e mieloperoxidase, uma



glicoproteina lisossomica contendo um grupo heme. A mieloperoxidase catalisa os iGes cloreto e
0 peroxido de hidrogénio para formar o acido hipocloroso, danificando os microrganismos
invasores (Klebanoff, 1968; Nayak, 2010). As peroxidases libertadas pelos granulos
citoplasmaticos dos fagdcitos, participam nas respostas oxidativas contra patdgenos. Sabe-se que
0s niveis de perdxido sérico aumentam em resposta a infegdo (Alvarez-Pellitero, 2008). Portanto,
a quantidade de peroxidases libertadas no sangue é frequentemente usada como um indicador do

estado imunoldgico.

1.4-  Stress Oxidativo

Uma consequéncia de toda a vida aerdbia é a producdo de espécies potencialmente prejudiciais e
parcialmente reduzidas em espécies reativas de oxigénio (ROS), que ocorrem como resultado do
metabolismo normal do oxigénio. Estima-se que cerca de 1 a 3% do O, consumido em sistemas
animais seja convertido em ROS, gerado por processos fisicos, quimicos e metabolicos (Dong et
al., 2017). Estes convertem O, em espécies reativas de oxigéenio, como superoxido, radicais
hidroxilo e perdxido de hidrogénio ndo radical. Embora os ROS forne¢cam ao organismo protegédo
inata humoral contra patdgenos, na atividade da peroxidase, disturbios no estado redox normal das
células podem causar um efeito toxico, danificando as componentes celulares, incluindo proteinas,
lipidos e DNA. Além disso, o0 stress oxidativo grave pode desencadear apoptose, enquanto danos

oxidativos extremos prolongados podem causar necrose dos tecidos (Schieber & Chandel, 2014).

Os niveis de dano oxidativo e o0s parametros do metabolismo energético estdo entre o0s
biomarcadores mais usados para determinar o estado de salide dos peixes. Os niveis de peroxidacao
lipidica (LPO) sdo bons indicadores de sobreproducdo de ROS e danos oxidativos induzidos nas
células (Biller & Takahashi, 2018). Estudos anteriores sugeriram que o stress oxidativo em peixes
de aquacultura pode estar correlacionado com varios tipos de condicbes stressantes, como
composicdo da alimentacdo, jejum, densidade, hipoxia, condi¢fes térmicas agudas e doencas
infeciosas (Vinagre et al., 2012). Um dos 6rgaos mais importantes e que tem sido o foco de estudos
toxicologicos é o figado, que demonstrou ser muito sensivel a presenca de oxidantes (Ameur et
al., 2012). Portanto, é aceite que a monitorizacdo das atividades de enzimas antioxidantes no

figado possa permitir uma boa avaliacdo do estado antioxidante do organismo.



Os sistemas antioxidantes podem ser divididos em duas categorias: enziméatico, como superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidases; e eliminadores de radicais livres, como
carotenoides, peptideos, aminoacidos e compostos fendlicos. Estes sistemas sdo capazes de
prevenir danos a membrana celular, inativacdo enzimética e alteracdes de &cidos nucleicos

causadas por ROS (Cannizzo et al., 2011).

1.5- Hematologia

Os parametros hematoldgicos sdo uma ferramenta importante para avaliar as alteracdes
fisioldgicas e patoldgicas (Gabriel et al., 2011), podendo ser mais rapida, pratica e barata como
método para identificar patologias em peixes (Satake et al., 2009). A avaliacdo hematologica de
rotina dos peixes inclui a determinacdo da contagem total de eritrécitos (RBC), hematocrito (PCV),
concentracdo de hemoglobina (Hb), indices de eritrocitos, contagem total de leucocitos (WBC) e
contagem diferencial de células sanguineas: neutrdfilos, mondcitos, trombocitos e linfocitos
(Campbell, 2004).

O hematocrito € a percentagem do volume do sangue (células + plasma) ocupado pelas celulas
sanguineas (Ranzani-Paiva et al., 2013). Muitas vezes usa-se 0 hematdcrito em vez da contagem
dos globulos vermelhos, como indicacdo diagnostica, em casos em que se suspeita de alteracdo do
namero de globulos vermelhos em circulacdo, uma vez que o hematdcrito expressa a concentracao
de eritrocitos (Fazio, 2018).

O volume corpuscular médio (MCV), a hemoglobina corpuscular média (MCH) e a concentracéo
de hemoglobina média (MCHC) podem ser calculados e derivam do hematdcrito, da hemoglobina,
e da contagem de eritrocitos, de acordo com Tavares-Dias & Moraes (2004). De acordo com
Houston (1990), MCV esté relacionado com a dindmica cardiaca e com o fluxo sanguineo e a

MCH demonstra o estado da fungéo respiratoria.

Os eritrocitos dos peixes, assim como os mamiferos, contém hemoglobina e, portanto, sdo ativos
no transporte de oxigénio para todos os tecidos e érgdos do corpo (Clauss et al., 2008). Tal como
nos mamiferos, ha evidéncias de que niveis e formas anormais de eritrocitos estdo associados a

patologias.



O estudo dos leucdcitos, as células defensivas do corpo, é importante para avaliar o estado de satde
dos peixes. Os seus niveis tém implicacGes nas respostas imunes e na capacidade do animal de
combater a infecdo. Segundo alguns autores (Luskova, 1997; Modr4, et al., 1998; Fazio et al.,
2015), os niveis de leucécitos dependem de vérios fatores, como temperatura da agua, stress
ambiental, idade e sexo.

Os trombdcitos de peixes sdo uma parte importante do processo de coagulagdo, convertendo
protrombina em trombina. Fink et al. (2015) sugeriram que os trombdcitos também participam na
funcdo imune e apresentam atividade fagocitica. Ao contrario dos trombdcitos de mamiferos, os

trombdcitos dos peixes sdo células completas (Tavares-Dias & Moraes, 2004).

Os linfdcitos, segundo Hirano et al. (2013), sdo células predominantemente arredondadas, de
tamanho variado, com o citoplasma basofilico e sem granulacées visiveis. O nicleo possui forma
arredondada, cromatina densa, sendo elevada a sua relagdo com o citoplasma. Os linfocitos, em
geral, apresentam projecdes citoplasmaticas, o que facilita diferencia-los dos trombdcitos nas

extensdes sanguineas.

Os mondcitos possuem o citoplasma com grande quantidade de mitocéndrias e vacuolos, algum
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, sendo consideradas verdadeiras células em transito
no sangue periférico, como cita Tharall et al. (2012). Eles atuam na reacdo inflamatéria e resposta
imunoldgica nas quais ocorre a fagocitose, sendo de extrema importancia aos mecanismos de

defesa do hospedeiro.

Os neutréfilos nos peixes teledsteos sdo arredondados e seu citoplasma possui granulagcdes
acidofilas muito finas. O nucleo apresenta forma de bastonete, com a cromatina nuclear pouco
compactada e sem nucléolo visivel; podem aderir as células endoteliais e transmigrar para os focos
inflamatdrios atraidos por quimiotaxia, de acordo com Tavares-Dias & Moraes (2004). Séo os
mais abundantes em circulacéo e sdo os principais defensores do sistema imunoldgico inato. Essas

células fagociticas ingerem bactérias em fagossomas (Segal, 2005).



1.6- Objetivo

O presente estudo, estd inserido no projeto MAR2020 n° 16-02-01-FMP-0084
“SEAWEEDFEEDS- Macroalgas e bem-estar animal, suplementacdo de racfes para peixes
marinhos”. O estudo tem como objetivo suplementar uma ragdo para douradas (Sparus aurata)
com Gracilaria gracilis, para avaliar a performance do crescimento, o efeito imunoestimulador,
avaliar o stress oxidativo, assim como potencial de defesa contra infecdo por Photobacterium

damselae subsp. piscicida.

2- Materiais e Métodos

2.1 Declaracao de ética

O presente estudo foi realizado sob a supervisdo de um especialista credenciado, em ciéncia de
animais de laboratdrio, pela Autoridade Veterinaria Portuguesa (seguindo as recomendacfes da
categoria C da FELASA), de acordo com as diretrizes sobre protecdo de animais utilizados para
fins cientificos pela Diretiva Europeia 2010/63/UE e ao abrigo de uma autorizacdo de projeto
0421/000/000/2019.

2.2 Dieta experimental

A alga G. gracilis, foi recolhida na Lagoa de Obidos (39°24'01.0"N 9°13'11.0"W) e levada para
as instalacbes do CETEMARES (MARE - Politécnico de Leiria, Peniche, Portugal), onde foi feita
a remocao de lama, outras algas e impurezas, e entdo foi submetida a trés procedimentos visando
a obtencdo de alga moida, extrato de algas e ficocoloides. A alga moida foi obtida seguindo a
metodologia descrita em Passos et al. (2020), em que a alga foi seca na estufa a 25°C durante 48h,
e triturada. A alga moida foi armazenada a -20°C, até a sua utilizacdo. O extrato de alga foi obtido
de acordo com a metodologia descrita em Passos et al. (2020), em que as algas foram trituradas e
foi adicionado a etanol absoluto na proporcao de (1:10) (m:v), procedendo-se assim a uma extracao
etandlica. O liquido foi filtrado através de um filtro de papel Whatman n°4 foi recolhido e
evaporado em evaporador rotativo (150 rpm, 40°C). Os extratos foram conservados a -20°C, até a
sua utilizacdo. Para a obtencdo dos ficocoldides, seguiu-se com a metodologia descrita em Pereira
et al. (2009) com modificacdes, em que a biomassa foi seca ao sol, e depois em estufa durante 24h

a 25°C. As algas foram trituradas até ficarem em p0, de seguida foram reidratadas com agua
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destilada (1: 1,5) (m:v) e aquecidas em banho-maria a 80°C por 4h. A solucdo quente foi filtrada
em duas etapas sequenciais: 4 camadas de gaze e filtro de fibra de vidro, utilizando uma bomba de
vacuo. O filtrado resultante foi congelado por 2h, descongelado a temperatura ambiente, o excesso
de 4gua foi descartado e repetiu-se o ciclo por duas vezes. O ficocol6ide precipitado foi imerso em
igual volume de etanol a 96% por 24 h e a maior parte da fracdo aquosa foi removida. O precipitado
foi seco na estufa a 60°C durante 12-18h.

Uma empresa especializada (SPARQS, Portugal) preparou as dietas utilizadas neste ensaio, a alga
moida, o extrato de alga e os ficocoldides adicionando-o0s a racdo standard de dourada. Para os
extratos foram utilizadas, duas concentracdes (0,15% e 0,35%), assim como duas concentragdes

de alga moida (2,5% e 5%) e uma concentracao de ficocoldides (0,2%) (Tabela 1).

Tabela 1- Composicdo proximal das ragdes (média = DP).

Composicgéo . 0 Energia (kJ/g) / (% | Gordura (% Proteina (%
proximal Cinzas (%) DM) DM) DM)
5% Alga moida | 8,16 + 0,21 21,78 + 0,06 1355+015 | 53.48+0.16
2,5% Alga moida | 7,85 +0,04 21.77 + 0,00 13.61+001 | 52,70+ 0,04
0,
0,35 /"aElg;rato de | 7584000 21.91 + 0,00 13.63+012 | 52.39+0.06
0,
0,15 A’aElg;rato de | 7484002 21.85+0,00 13.93+003 | 52.25+0.10
0.2% Ficocoldide | 7,56 + 0,01 21,80 + 0,02 13.73+005 | 52,02+ 0,05
Controlo 7.42 + 0,04 21,91 +0,01 13.93+003 | 52.21+0.16

2.3- Desenho experimental

Os juvenis de dourada (S. aurata), com peso médio inicial de 6,50 + 1,14 g (média = DP), foram
adquiridas numa aquacultura comercial (Atlantik Fish, Portugal) e transportadas para o edificio
CETEMARES (Peniche, Portugal). No total foram pesados 756 peixes individualmente (42 peixes
por aquario) e distribuidos aleatoriamente em 18 aquarios de 60 L, (divididos em 6 sistemas de
recirculagdo independentes) com uma densidade de 4,56 + 0,11 kg.m™, onde permaneceram uma

semana para se ambientarem as novas condi¢fes. Uma dieta experimental foi atribuida a cada
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sistema, com 3 aquérios (réplicas) para cada tratamento (Figura 1). Todos os peixes foram
alimentados a mao, até a aparente saciedade, duas vezes por dia (9h e 16h), durante 52 dias. A
temperatura (17,7 £ 0,8°C), pH (7,9£0,2), salinidade (32+0,3), oxigénio dissolvido (7,24+0,26

mg.L ™) foram monitorizados diariamente.

Alga moida 2,5% Extrato de alga 1,5% Controlo
L . S - A N | £ 3 X - Ml A | £ N <L N K \
L : f R R ¥ 1L 2k - B« A | Z N ¢ N /7 \
Alga moida 5% Extrato de alga 0,35% Ficocoloides 0,2%

Figura 1- Esquema representativo dos tanques referentes a cada tratamento.

Apos o ensaio da alimentacdo, prosseguiu-se com a amostragem, tendo os peixes ficado 24h em
jejum e de seguida foram anestesiados, com uma dose de 0,5 ml.L* de 2-fenoxietanol. Todos os
peixes foram pesados individualmente, tendo sido retirado sangue a trés peixes, de cada aquario
(com seringas previamente heparinizadas) para a determinacdo do hematocrito, hemoglobina,
realizacdo do esfregaco, contagens de leucdcitos e eritrocitos. O restante sangue foi transferido
para microtubos contendo 20uL de heparina que foram centrifugados a 10000 x g durante 10
minutos a 4°C de forma a obter o plasma, para a realizacdo dos parametros imunes. As amostras
foram conservadas a -80°C até a realizacdo das determinacdes analiticas. De seguida removeu-se
o figado de trés peixes, para determinacao dos parametros de stress oxidativo (foram conservados
a -80°C), assim como uma pequena porc¢do do intestino para analise histologica. Estas amostras,
foram conservadas em formol tamponado durante 24 horas sendo depois transferidas para alcool
a 70%, até serem processadas. Outros trés peixes também foram sacrificados para amostragem de
figado e recolha de sangue para obtencdo de plasma para avaliagdo dos parametros metabolicos,

as amostras foram conservadas a -80°C, até a sua utilizacéo.

2.3.1- Challenge com Photobacterium damselae subsp. piscicida
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Para o ensaio de infecdo, foram utilizados 14 peixes, de cada aquério. Destes, 7 peixes foram
injetados com 100 pL de uma suspensdo de Photobacterium damselae subsp. piscicida a uma
concentracéo de 10° UFC.g* de peixe e os outros 7 peixes, foram injetados com o mesmo volume
de phosphate-buffered saline (PBS). As 3 réplicas de cada tratamento foram divididas em dois
aquarios de 60L (controlo e infetados) com 3 divisbes cada, com sistema individual de
recirculacdo. O ensaio durou 14 dias, os peixes foram alimentados a mao até a aparente saciedade,
e a temperatura (21,1 + 0,8°C), pH (8,1+0,3), salinidade (31,3%+0,3), oxigénio dissolvido

(6,48+0,31 mg.L ™) foram monitorizados e registados diariamente assim como a mortalidade.

2.4- Calculos de performance do crescimento

O desempenho do crescimento foi determinado com base no ganho de peso, indice de crescimento
diario (DGI), consumo voluntario de ragdo (VFI) expresso em BW. dia™ e taxa de conversio
alimentar (FCR). O peso inicial e final de cada peixe em cada aquério foi utilizado para os calculos

de desempenho do crescimento:
WG (%) = (Wp —W,) x 100/W;
Onde WG, Ws (g) e Wi (g) sdo o ganho de peso, peso final e peso inicial respetivamente.

ABW (Peso Corporal Médio)=(W+W;)+2

consumo de racio/ABW
x 100

VFI (Consumo Voluntario de ragdo) = < "

Onde t significa tempo, em dias.

1 1

ng - Wi 3

DGI (fndice de crescimento dirio) = x 100

consumo de ragdo
WG (g)

FCR (Taxa de conversdo alimentar ) =

2.5- Analitica

2.5.1- Hematologia
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A hemoglobina foi quantificada utilizando o método colorimétrico de Drabkin (Spinreact,
ref.:1001230). Num microtubo foram colocados 500uL de reagente de Drabkin diluido 1 vez com
2uL do sangue a analisar, posteriormente foram adicionados em triplicados 100uL desse
preparado, numa placa de 96 pocos para leitura da absorvancia a um comprimento de onda de
540nm.

Para a determinacdo do hematocrito, com o tubo microhemético, com umas das extremidades
imersas no sangue, a entrada do sangue nos mesmos, fez-se por capilaridade, até a marca do tubo,
que de seguida é vedada com plasticina. Depois, foram centrifugados, a 10000 rpm por 10 minutos.
O volume corpuscular médio (MCV), a hemoglobina corpuscular média (MCH) e a concentracdo
média de hemoglobina corpuscular (MCHC) foram calculados de acordo com Machado et al.
(2015).

Na avaliacdo da concentracdo total de leucocitos e eritrocitos no sangue foram realizadas diluicdes
de 1:20 e 1:200, respetivamente. As diluicbes foram feitas em PBS com heparina a 30 unidades

mL?, sendo as contagens feitas numa camara de Neubauer.

No esfregaco de sangue, as laminas foram secas ao ar e depois fixadas com uma solucéo de formol-
etanol (90% de etanol absoluto a 10% de 37% de formaldeido) durante um minuto (Kaplow, 1965).
A atividade da peroxidase avaliada como descrito por Afonso et al. (1998) para permitir a detecdo
de neutrdfilos. As laminas foram examinadas numa amplificacdo de 1000 x e pelo menos 200
leucocitos foram contados e classificados como trombocitos, linfocitos, mondcitos e neutréfilos.

Para cada tipo de célula, foram calculadas a percentagem relativa e o valor absoluto (x 10* uL™).

2.5.2- Parametros imunologicos

Atividade da Lisozima

A atividade da lisozima foi determinada seguindo o método turbidimétrico modificado por Costas
et al (2011). A andlise foi realizada utilizando uma solucéo de Micrococcus lysodeikticus (0,5 mg.
mL?, tamp&o fosfato de sddio 0,05 M; pH 6,2). Numa microplaca, foram adicionados 15 pL
plasma e 250 pL da suspensdo bacteriana. A reacdo ocorreu a 25° C e a absorvancia foi medida a

um comprimento de onda de 450 nm apds 0,5 e 9,5 min num leitor de microplacas (Synergy HT,

13



Biotek, EUA). A curva padrdo foi realizada usando lisozima liofilizada de clara de ovo de galinha
(Sigma, EUA) diluida em série em tampéo fosfato de sodio (0,05 M, pH 6,2). A lisozima presente

na amostra foi calculada usando a curva padréo.

Atividade da Peroxidase

A atividade da peroxidase foi medida seguindo o procedimento descrito por Quade & Roth (1997).
Resumidamente, 15 pL de plasma foi diluido em 135 pL de PBS e de seguida foi adicionado 50
uL de 20 mM de 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina dicloridrato hidratado (TMB; Sigma, EUA) e 50 pL
de 5 mM de peroéxido de hidrogénio (H20.). A reacédo foi parada ap6s 2 min, adicionando &cido
sulfirico 2M (H2SOs) e a absorvancia medida a 450 nm. A atividade da peroxidase (U mL™* de
plasma) foi determinada definindo que 1 unidade de peroxidase produz uma alteracdo na

absorvancia de 1 DO (densidade ¢tica).

2.5.3- Parametros de stress oxidativo

Preparacdo das amostras

As amostras de figado foram homogeneizadas com 10 volumes de agua ultrapura, tendo sido
sempre mantidas em gelo. De seguida para a avaliacdo da peroxidacdo lipidica (LPO) foram
separadas aliquotas de 200 uL de amostra, contendo 4 uL de hidroxitolueno butilado (BHT) em
4% em metanol. Para os restantes testes, um volume de homogeneizado de tecido foi misturado
com um volume de tampao fosfato de potéassio (0,2 M, pH 7,4) e centrifugado a 10000 x g a 4° C,
durante 20 minutos. Depois de centrifugados, os sobrenadantes foram divididos em aliquotas para

as diferentes analises e foram conservadas a -80°C até a realizacdo dos respetivos testes.

Quantificacdo de proteina

O teor proteico foi quantificado com o kit de ensaio de proteina BCS (Thermo Scientific, referéncia
23225), de acordo com as instruc@es do fabricante. Os padrbes foram preparados com albumina
do soro bovino (BSA) e 4gua destilada, a quatro concentrag@es diferentes (0; 0,5; 1; 2 mg. mL™),
pipetando 10 pL de cada padrdo para uma microplaca, em quintuplicado. De seguida as amostras

foram diluidas (1:10) e pipetaram-se 10 uL para a microplaca em duplicado, e foram adicionados
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aos padrdes e as amostras 200 L de solucdo de reagdo. Por fim a microplaca foi levada a incubar
na estufa a 37°C por 30 minutos e ao fim deste tempo leu-se a absorvancia no leitor de microplacas
EPOCH 2 (BioTek; Winooski, USA) a 550 e 630nm.

Peroxidacdo lipidica (LPO)

A LPO foi medida seguindo o principio de que, sob stress oxidativo no ambiente celular,
hidroperdxidos lipidicos instaveis derivados de acidos gordos polinsaturados se decompdem. Isso
resulta na formacdo de malondialdeido (MDA), que pode ser quantificado através de sua reagdo
controlada com acido tiobarbitdrico (TBA) sob altas temperaturas e condi¢cdes acidas (Bird &
Draper, 1984). Resumidamente, 100 pL de &cido tricloroacético frio a 100% foram adicionados a
cada amostra e foram agitados no vortéx, em seguida 1 ml de &cido 2-tiobarbitdrico 0,73% e
solucgéo de Tris-HCI (60 mM, pH 7,4; e DTPA 0,1 mM) foram adicionados a cada amostra e ao
branco e foram agitados no vortéx novamente. Depois disso, 0s microtubos foram incubados 1
hora a 100°C na estufa e centrifugados por 5 minutos a 15000 x g. Por fim, o sobrenadante foi
transferido para uma microplaca (200 uL), em triplicado. A absorvancia foi medida a 535 nme a
LPO foi expressa como nmol de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) formadas

por g de figado.

Catalase

A atividade da catalase foi medida ap6s o consumo do substrato (H202) observado por uma
diminuicdo na absorvancia a 240 nm, conforme descrito por Clairborne (1985), e adaptado para
microplaca. Numa microplaca adequada para Ultra Violeta (UV), foram adicionados 10 pL de
amostra diluida até 0,7 mg mL™ de proteina, juntamente com 140 pL de K-fosfato 0,05 M, pH 7 e
150 pL de 30% de H20». A absorvancia foi lida a um comprimento de onda de 240 nm por 2
minutos (1 leitura a cada 15 segundos) no leitor de microplacas EPOCH 2 (BioTek; Winooski,
USA). A atividade da catalase foi expressa em U/ mg de proteina, utilizando o coeficiente de

extingdo molar de H202 a 240 nm de 40 M cm™.
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Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superédxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com Almeida et al (2010),
utilizando o método do citocromo C, com xantina/xantina oxidase como fonte de radicais
superoxidos. A solucdo de reacdo continha 50 mM de tampéo K-fosfato (pH 7,8; e 1 mM de Na-
EDTA), 0,7 mM de xantina, 0,03 mM de citocromo. Numa microplaca foram adicionados 10 pL
de amostra diluidas até 0,3 mg.ml! de proteina, juntamente com 180 pL da solugdo de reagéo e 10
ML de xantina oxidase. A absorvancia foi lida no leitor de microplacas EPOCH 2 (BioTek;
Winooski, USA) a um comprimento de onda de 550nm com repetidas leituras de 20 em 20
segundos durante 3 minutos. A atividade da SOD foi expressa em U mg™ de proteina, em que 1 U

representa a quantidade de enzima capaz de inibir 50% da reducéo do citocromo C.

Glutationa-S - Transferase (GST)

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada seguindo o método de Habig et al.,
(1974) adaptado a microplaca por Frasco & Guilhermino (2002). Para o protocolo da GST foram
preparadas, uma solucdo de CNDB (1-Cloro-2,4-dinitrobenzeno), uma solucdo tampao K-fosfato
0,2 M pH 6,5 e uma solucdo de GSH (L- Glutationa reduzida). Numa microplaca foram
adicionados 50 pL de amostra diluida até 0,7 mgmL™ de proteina. De seguida foi preparada a
solucéo de reagdo, misturando o tampéo K-fosfato 0,2M (pH 6,5), a solugdo de CNDB e a solu¢éo
de GSH. Foram adicionados 250 uL desta solucao de reacdo na microplaca. A absorvancia foi lida
no leitor de microplacas EPOCH 2 (BioTek; Winooski, USA), a um comprimento de onda de

340nm e procederam-se a leituras consecutivas de 20 em 20 segundos durante 5 minutos.

Glutationa Total (TG)

A glutationa total (TG) foi determinada como a taxa de formagéo de TNB? com um coeficiente
de extingdo do cromoforo DTNB (5-5°- dithiobis- 2-acido nitrobenzéico) formado de 14,1 x 103
M. cm? (Baker et al., 1990; Rodrigues et al., 2017). Resumidamente, foi preparada uma solugio
de GSH, uma solucdo de NADPH, uma solucdo de DNTB e por fim uma solugdo de glutationa
redutase (GR). Numa microplaca foram adicionados 50 pL de amostra diluida até 0,7 mg mL™* de
proteina. De seguida foi preparada a solucéo de reacdo, misturando o tampédo K-fosfato 0,2M (pH
6,5), a solucdo de NADPH, DNTB e a solucdo de GR. Foram adicionados 250 pL desta solucao
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de reacdo para a microplaca. A absorvancia foi lida no leitor de microplacas EPOCH 2 (BioTek;

Winooski, USA), a um comprimento de onda de 340nm durante 3 minutos.
2.5.4- Pardmetros metabolicos

Para medir os metabolitos plasmaticos, as amostras foram descongeladas e foram utilizadas
aliquotas de plasma para glicose (referéncia. 201001190, Spinreact), colesterol (referéncia.
201001090, Spinreact), triglicerideos (referéncia. 201001311, Spinreact) e lipidos totais
(referéncia. 201001270, Spinreact). Cada parametro foi medido aplicando kits comerciais da

Spinreact (Girona, Espanha), de acordo com as instrucées do fabricante.

2.5.5- Analise histoldgica

As amostras do intestino dos peixes foram colocadas num processador de tecidos (Leica-TP 1020)
onde sofreram um processo de desidratacdo com uma serie de passagens em alcool, em
concentragdes crescentes, para remocdo da agua dos tecidos. De seguida os tecidos passaram por
xilol para remocéo do alcool presente de forma a facilitar a inclusdo em parafina. Os cortes
histolégicos foram realizados no microtomo (Sakura® Accu-Cut® SRM™ 200), com uma
espessura entre de 5-7 um. As ldminas com os cortes foram colocadas na estufa (Binder) a 35°C
durante pelo menos 48 horas. Apos este tempo as laminas estavam preparadas para a coloragéo,
de acordo com 0 método Hematoxilina-Eosina (H&E). A observacdo das laminas foi realizada ao
microscopico com camara fotogréafica (Leica DM 2000 LED + Leica MC 170 HD) para determinar
se houve alteragdes nos intestinos dos peixes sujeitos as diferentes dietas. A avaliacdo histologica
baseou-se em critérios de alteracGes inflamatdrias como o comprimento das vilosidades intestinais,
alteracdo da posicéo dos nucleos dos enterdcitos, vacuolizacdo supranuclear absortiva, hiperplasia
do tecido conjuntivo na lamina prépria e submucosa e infiltracdo de células inflamatorias,
conforme descrito por Guerreiro et al. (2015). As alteracdes inflamatorias como hiperplasia do
tecido conjuntivo na lamina prépria e na submucosa, infiltracdo de células inflamatorias e
vacuolizacdo supranuclear absortiva foram classificadas em ausente (-), leve (+), moderada (++) e
grave (+++) (Odaet al., 2016). O comprimento das vilosidades intestinais foi classificado em curto
ou comprido, a posi¢do do nucleo em basal ou apical e a largura da ldamina propria e da submucosa

em fina ou espessa.
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2.6- Andlise Estatistica

As analises estatisticas seguiram os métodos descritos por Zar (1999). Os dados foram testados
quanto a normalidade e homogeneidade das varia¢Ges usando o teste de Kolmogorov — Smirnov e
Levene, respetivamente. Em seguida, os dados foram analisados com andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) para testar as diferencas entre os tratamentos dietéticos. Quando este teste
mostrou significancia, as médias individuais foram comparadas pelo teste de Tukey e no caso da
mortalidade foi utilizado o teste de LSD. Diferencas significativas foram testadas a p <0,05.
Quando as suposi¢des da ANOVA néo foram cumpridas, os dados foram submetidos aos testes
ndo paramétricos (teste de Kruskal — Wallis). Todos os testes estatisticos foram realizados no
software SPSS (v26, IBM, EUA).
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3- Resultados

3.1- Performance de crescimento

Os resultados da performance do crescimento das douradas estdo apresentados na Tabela 2. A dieta
experimental com 5% de alga moida apresentou um maior ganho de peso (WG) quando comparada
com as dietas controlo e ficocoldides. O mesmo se observou para o indice de crescimento diario
(DGI). Além disso a dieta a 5% de alga moida tambem apresentou uma melhor taxa de conversao
alimentar (FCR), apresentando diferencas estatisticamente significativas em comparacdo com a
dieta de 0,15% de extrato de alga, os ficocoldides e o controlo, ndo ocorrendo diferencas
estatisticamente significativas com as dietas de 2,5% de alga moida e 0,35% de extrato de alga (p>
0,05).

Tabela 2- Pardmetros de crescimento das douradas alimentadas com as diferentes dietas durante
52 dias, (média + DP). Diferencas estatisticamente significativas identificadas com letras
diferentes (p <0,05).

Dietas WG (%) DGl VFI FCR
5% Alga moida 339,25 + 9,25 2,31+0,01A 2,22+0,02 0,92 0,014
2,5% Alga moida 331,30 + 18,3278 2,26 +0,06"8 2,24 +0,07 0,93 +0,03A¢
0,
0,35 /anlggrato de 320,98 + 7,93A8 2,22 +0,0148¢ 2,20+0,07 0,930,034
0,
0.15 A)aElg)](;l’atO de 309,78 + 7,964E¢ 2,19 +0,038¢ 2,29+0,05 0,98 + 0,01ABC
0,2% Ficocoldide 293,55 + 26,208¢ 2,10 +0,148¢ 2,32+0,01 1,02 £ 0,048
Controlo 275,17 £ 10,74¢ 2,05 +0,06° 2,23+0,02 1,00 + 0,01B¢

3.2- Hematologia

O perfil hematoldgico das douradas alimentadas com dietas experimentais esta apresentado na
Tabela 3. O valor observado para o hematdcrito foi maior nas dietas com alga moida,
especialmente na concentracdo de 2,5% quando comparada com as dietas de extrato de 0,35%,
ficocoloide e controlo. O mesmo padrdo foi observado no MCV. No MCHC, o padrao foi

revertido, sendo maior na dieta de 0,35% de extrato, especialmente quando comparadas as dietas

19



com alga moida. Relativamente & contagem diferencial de células, os trombdcitos apresentaram

um maior nimero na dieta de 5% de alga moida, enquanto nos linfocitos a contagem foi baixa na

mesma dieta. Quanto aos restantes parametros ndo se observaram diferencgas significativas (p>

0,05).

Tabela 3- Resultados hematoldgicos de douradas alimentadas com dietas diferentes. Diferencas

estatisticamente significativas identificadas com letras diferentes (p < 0,05).

A 5% Alga 2,5% Alga 0,35% Extrato 0,15% Extrato 0,2%
Parametros . p R
moida moida Alga Alga Ficocdloide Controlo
WBC (x10*pL™) 5,51+ 0,69 4,92 +148 5,97 +1,02 5,01+ 1,83 6,50 + 1,82 5,07+ 1,58
RBC (x10° uL™) 1,91+0,36 2,09 + 0,36 2,02 + 0,44 2,06+ 0,31 2,13+ 0,34 2,09+ 0,20
Ht (%) 3389+
39,44 + 5,62AB 43,56 + 5,328 27,78 + 6,63 32,25 + 3,85ABC 32,11 +9,85°C 4,11°C
-1
Hb (g dL™) 0,84 +0,22 0,93+ 0,20 0,93+0,19 1,00+0,17 0,89 +0,19 0,87+0,18
210,91 + 163,49+
3 ) )
MCV (um) 210,10+ 35,54AC 25,75A 150,62 + 75,838 17323+26,778¢ | 156,51+ 56,858 21,778
Al-1
MCH (pg cél™) 451+134 4,48 +0,95 4,95 + 2,05 4,93 +0,80 430 +1,17 4,61 +1,09
MCHC (g 100 mL™) 2,16 + 0,594 2,13 +0,42A 3,45 + 0,808 2,81 +0,5148 3,01+0,96% | 2,90 +0,95%
Trombdcitos (x10* L 12333+ 110.00
D) 154.89 + 11,03 10.338C 121.33 + 17.608¢ 128.00 + 15.488 120.11 + 11.468¢ 8.17¢
Linfécitos (x10% puL- 55.44 +
h 22,56 + 5,927 53,89 + 7,088 45,33 + 10,468 46,33 + 9,308 55,11 + 10,078 13,378
Mondcitos (x10% pL-
h 522+228 10,11 +3,55 9,44+ 581 6,56 + 2,51 6,78 + 4,32 8,22 +3,15
Neutrdfilos (x10* pL-
h 17,33 + 10,67 12,67 +12,70 23,89 + 14,26 19,11 +13.21 18,00 + 11,57 26,33+9,76

3.3- Parametros imunoldgicos

Os parametros imunoldgicos registados nas douradas alimentadas com as diferentes dietas estdo

apresentados na Figura 2. Os resultados ndo mostraram diferencas entre as diferentes dietas quanto

a atividade da peroxidase. No entanto, a concentracdo de lisozima apresentou algumas diferencas

entre os tratamentos, nomeadamente com peixes alimentados com dieta de extrato de alga 0,15%

apresentaram valores significativamente maiores do que as dietas suplementadas com alga moida

(p> 0,05).
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Figura 2 - Parametros imunoldgicos em douradas alimentadas com dietas diferentes por 52 dias
(média = DP), n = 7 para atividade da peroxidase (A), n = 6 para a lisozima (B). Diferencas
estatisticamente significativas identificadas com letras diferentes (p <0,05).

3.4- Parametros do stress oxidativo

Os parametros dos resultados de stress oxidativo das douradas alimentadas com as diferentes dietas
estdo apresentados na Figura 3. A atividade da catalase foi significativamente menor nas douradas
alimentadas com a dieta de 0,15% de extrato quando comparados com as dietas de 2,5% de alga
moida e controlo. A peroxidacdo lipidica foi elevada em todas as dietas, principalmente na dos
ficocoloides a 0,2%, na dieta de 2,5% de alga moida e na dieta de 0,15% de extrato de alga. A
atividade da SOD foi significativamente menor nas dietas de 0,15% de extrato de alga e 0,2% de
ficocoloides quando comparadas com as dietas 5 % de alga moida e controlo. A glutationa total
foi significativamente menor nas douradas alimentadas com as dietas de alga moida quando
comparadas com as dietas de 0,15% de extrato de alga, 0,2% de ficocoloides e o controlo. Quanto

a glutationa S-transferase ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05).

21



A 30 B 60
g 25 i a a a
‘g a ab ab _ 01 ab ab
20 = 40 b
=3 2
E ab b =
3 15 £ 30
% k=
£ 10 9 20
g |
6 5 10
0 0
3 @ > > o 2> > > v o
& & ¢ & & & & ¢ & &
& & & 2 N & & & 2 & N
> ¥ § & ¢S > > ) ¥ & ¢S
oy & & o & &
o o & & \o \° \o & & }
S o7 & s
3 Q\“ g\” Q Ve g\ g\°
N N Q N
D 70
C 70 a a
60
60 —
= g
£ 50 g %0
g ab s
2 40 o 40
g b b S 3
£ a
3% b 2
[a) =20
20
3 3
10 10
0 0
S & S v & & & & S v &
& 4 & © & &S & e © © N R
> > oS oS o (@) > > O O (@)
Al VPP Al PV VR
g\e o\e R R ole g\@ o\e R R o\o
) NP St S Q 3 W5 ol ol &
N w\ N m-\
25
E cb b b

TG (mU/mg proteina)
= = N
o [$;] o o o
i =
-
% )
>

& S 14 R 8
Q‘\ &o‘ 37 ev}% & S Q
§ § & N
& & ST R &
» @* Q)‘b ¥
R sio "
Ad Q{; Q\% >

Figura 3- Parametros de stress oxidativo em douradas alimentadas com dietas diferentes por 52
dias (média £ DP), n = 8 para atividades de Catalase, GST e TG (A, D e E, respetivamente), n =9
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para LPO (B) e n = 7 para a atividade da SOD (C). Diferencas estatisticamente significativas
identificadas com letras diferentes (p <0,05).

3.5- Parametros metabdlicos

Os parametros metabolicos das douradas alimentadas com as diferentes dietas estdo apresentados
na Tabela 4. A quantidade de glicose foi significativamente maior nas dietas de 0,35% de extrato
e na dieta controlo quando comparadas com a dieta dos Ficoc6loides. Nos triglicéridos as duas
dietas com alga moida apresentaram maiores quantidades, sendo que a dieta de 2,5% de alga moida
foi significativamente maior quando comparada com as duas dietas de extrato de alga, com 0s
ficocoldides e com o controlo. No colesterol e nos lipidos totais ndo se observaram diferencas

significativas entre as diferentes dietas (p > 0,05).

Tabela 4- Pardmetros metabolicos das douradas alimentadas com as diferentes dietas. Diferencas
estatisticamente significativas identificadas com letras diferentes (p <0,05), e os resultados sem

letras ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

Dietas ((ranl g;gf_e) Tré?rll:;/zrli_(;os Colesterol (mg/dL) Li?in(:;? dtlt_);ais

506 Alga moida | 68,44 + 12,168 | 372,81 + 189,048 284,29 + 97,63 683,1 + 440,2
2,5% Alga moida | 67,75 +12,07"8 | 515,48 + 188,04 | 339,40 + 102,73 994,6 + 214,7

0’35%aE|g;rat° de | 86,00+ 22,56 | 364,41+152,40% | 329,09 + 108,42 742,0 £ 75,3
0’15%a'5|g;rat° de | 7527 + 28,49 | 295,18 + 69,51° 303,03 + 70,84 1127,6 + 283,3
0,2% Ficocol6ides | 55,89 +7,848 | 233,52 + 77,478 296,75 + 51,77 904,3 + 261,0
Controlo 74,78 £ 17,1178 | 246,93 £ 113918 | 272,09 + 55,49 951,9 + 316,1

3.6- Histologia

A analise histoldgica dos intestinos de douradas alimentadas com as dietas experimentais ndo
revelou alteracdes inflamatdrias. O comprimento das vilosidades intestinais foi classificado como

comprido, a espessura da lamina propria e da submucosa foi fina e verificou-se uma leve infiltracdo
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de celulas inflamatorias em todas as dietas. Contudo observaram-se algumas diferencas em

comparagdo com a dieta controlo estando apresentadas na Tabela 5. A vacuolizag¢do supranuclear

absortiva foi moderada nas dietas 5% de alga moida e 0,35% de extrato de algas. A posicao do

nacleo dos enterdcitos foi apical apenas na dieta de 0,2% de ficocoldide, nas restantes dietas foi

considerada basal. A hiperplasia do tecido conjuntivo da lamina prépria esta ausente nas dietas de

5% de alga moida, 2,5% de alga moida e 0,35% do extrato de algas.

Tabela 5- Alteraces estruturais e morfoldgicas no intestino de douradas alimentadas com

diferentes dietas. As alteracdes foram classificadas em: comprimento das vilosidades intestinais—

comprido ou curto; posicdo do nucleo - basal ou apical; largura da lamina prépria e submucosa -

fina ou espessa; ausente (-); leve (+); moderado (++); grave (+++); e a percentagem de individuos

em que se observaram essas alteragdes.

5% Alga 2,5% 0,35% 0,15% 0,2% Controlo
Alteracdes inflamatdrias moida Alga Extrato de | Extrato de Ficocoldides
moida alga alga
Vilosidades intestinais
Comprimento Comprido | Comprido | Comprido Comprido Comprido Comprido
(89%) (89%) (83%) (83%) (87%) (89%)
Enterocitos
Posicdo dos nucleos Basal Basal Basal Basal Apical Basal
(67%) (90%) (80%) (56%) (75%) (88,8%)
Vacuolizagio supranuclear (++) (+) (++) (+) (+) (+)
absortiva (50%) (67%) (88,8%) (88,8%) (78%) (75%)
Lamina propria
Largura Fina Fina Fina Fina Fina Fina
(89%) (100%) (78%) (100%) (100%) (100%)
Hiperplasia do tecido conjuntivo | (-) (89%) | (-) (89%) (-) (67%) (+) (75%) (+) (89%) (+) (67%)
Submucosa
Largura Fina Fina Fina Fina Fina Fina
(100%) (89%) (100%) (100%) (100%) (89%)
Hiperplasia do tecido conjuntivo | (-) (75%) | (-) (89%) | (-) (78%) (-) (75%) (-) (75%) (-)(75%)

Infiltracdo de células
inflamatorias na lamina propria
e na submucosa

(+) (50%)

(+) (75%)

(+) (67%)

(+) (89%)

(+) (67%) (+) (78%)
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3.7- Challenge com Phdp

Observou-se uma mortalidade estatisticamente menor nas douradas alimentadas com as dietas
suplementadas com alga moida, principalmente com a dieta de 5%, quando comparadas as dietas
com extratos, ficocoldides e controlo. As douradas alimentadas com suplementacéo de 0,2% de
ficocoldides apresentaram maior mortalidade comparadas com as restantes dietas (figura 4). E

quanto aos peixes injetados com PBS, ou seja 0s ndo infetados ndo se observaram mortalidades.
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Figura 4- Mortalidade observada no Challenge com Photobacterium damselae subsp. piscicida
em douradas durante 14 dias, alimentadas com diferentes dietas (média + DP, n = 3). Diferencas
estatisticamente significantes identificadas com letras diferentes (p <0,05).
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4- Discussao e conclusao

O presente estudo mostrou que a suplementacdo de dietas com G. gracilis, em 5% e 2,5% de alga
moida e extrato etanolico a 0,35%, tiveram um efeito benéfico no crescimento das douradas,
quando comparadas com as dietas com 0,15% de extrato de alga e de 0,2% de ficocoloides,
suplementos que ndo resultaram em alteracGes nos parametros do crescimento. Num estudo feito
por Peixoto et al. (2016b) com juvenis de robalo (Dicentrarchus labrax), ndo ocorreram diferencas
significativas no crescimento, quando estes foram alimentados com uma racéo suplementada com
2,5% e 7,5% de Gracilaria spp.Os autores afirmaram que a quantidade de proteina necessaria
estaria num nivel de suplementacdo de 10% de alga, o que foi também concluido por Valente et
al. (2006) num estudo com G. bursa-pastoris a 10%, em robalos. Similarmente, Queiroz et al.
(2014) num estudo com dourada (S. aurata) ndo observaram alteracdes no desempenho do
crescimento quando os peixes foram alimentados com dietas suplementadas com algas marinhas
a 2,5% e 7,5%. O desempenho do crescimento € muito afetado por fatores, como a espécie, 0
estagio de vida e as condi¢Oes experimentais, tal como afirmaram Hoseinifar et al. (2018) num
estudo com peixe-zebra (Danio rerio), alimentados com suplementacdo de G.gracilis em po a
0,25%, 0,5% e 1%, onde ndo se registaram diferencas significativas no crescimento. Em alguns
estudos com algas do mesmo género e diferentes espéecies de peixes pode-se observar resultados
muito diferentes no efeito ao crescimento, nomeadamente num estudo com tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentada com G. arcuata a 20%, 40% e 60% substituindo a farinha de
peixe, obtiveram efeitos negativos no crescimento, verificando-se que nos niveis mais altos de
incorporacdo foi onde se obtiveram resultados piores, sugerindo que a G. arcuata nao pode ser
usada como alimento a niveis iguais ou superiores a 60% (Younis et al., 2018). Do mesmo modo,
num estudo com a alga G. lemaneiformis substituindo a farinha de peixe, a alga foi incorporada a
um nivel de 15% na dieta de juvenis de Acanthopagrus schlegelii, ndo se registaram variacdes no
ganho de peso e na FCR , embora quando se testaram valores maiores (20%), o desempenho de
crescimento tenha sido comprometido (Xuan et al., 2013). Silva et al. (2015) e Valente et al.
(2015) trabalhando com truta arco-iris (O. mykiss) e tilapia do Nilo (O. niloticus) respetivamente,
estabeleceram uma inclusdo de 5% de Gracilaria spp. como o nivel de suplementacdo dietética
recomendada, o que esta em concordancia com os resultados do presente estudo, levam a acreditar

que a inclusdo de 5% de G. gracilis moida pode ser a propor¢do mais adequada para alcancar o
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melhor desempenho de crescimento também em douradas, no entanto, estudos adicionais com

uma ampla gama de suplementacdes podem revelar-se necessario.

A avaliacdo hematoldgica representa uma importante area de estudo sobre o estado de salude dos
peixes, podendo auxiliar no diagnéstico e no prognostico de diversas patologias (Jain, 1993;
Sotoudeh & Jafari, 2017). Neste estudo, os valores de hematdcrito foram maiores nos peixes
alimentados com suplementacdo de 2,5% de alga moida. O MCV também foi maior em peixes
alimentados com as dietas de alga moida, isto porque esses peixes também apresentaram um maior
crescimento. Segundo Fazio et al. (2015) o aumento da atividade metabdlica implica um aumento
do volume de eritrdcitos, acompanhado por um hematdcrito superior, existindo assim uma relacéo
entre 0 aumento da dimensdo dos peixes e os valores elevados dos eritrécitos, hematécrito e
hemoglobina (Jawad et al., 2004), porém no presente estudo os eritrocitos foram maiores em
volume celular mas em menor quantidade . Os trombdcitos tiveram uma contagem mais elevada
em peixes alimentados com 5% de alga moida, o que € um resultado positivo, sendo que possuem
grande capacidade fagocitaria o que é essencial para as fungdes de defesa dos peixes 0sseos (Stosik
et al., 2019). Estes resultados demonstram que a performance hematoldgica dos peixes
alimentados com as dietas de algas moidas, sofreu alteracGes que parecem estar relacionados com

0 crescimento dos peixes.

A lisozima, € uma componente muito importante na defesa dos peixes, uma vez que age contra
patogenos, destruindo diretamente as suas paredes celulares ou através da producéo de substancias
quimicas nocivas, como os radicais oxidativos (Nayak 2010). No presente estudo a concentragdo
de lisozima foi maior nos peixes alimentados com 0,15% de extrato de alga, enquanto que num
estudo feito por Araujo et al. (2016) com truta arco-iris, a concentracdo de lisozima foi maior na
dieta suplementada com 5% de G. vermiculophylla, isto porque a resposta imune dos peixes a
suplementacao alimentar de algas marinhas foi reconhecida como dependente da dose e da espécie.
Estudos anteriores ja demonstraram que compostos de algas, principalmente polissacarideos,
modulam a resposta imunoldgica, desempenhando um papel na resisténcia a doengas em varias
espécies (Castro et al., 2004), sendo que estes compostos sdo variaveis por espécie, época do ano
e método de cultura, e portanto pode ser que o método de cultivo da G. gracilis ndo tenha sido o
ideal para um maior enriquecimento destes tais compostos estimulantes para os sistemas de defesa

de peixes.
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As algas marinhas séo ricas fontes de compostos bioativos capazes de modular o stress oxidativo
(Lee et al., 2013), que ocorre quando a producdo de ROS ndo é balanceada por um sistema de
defesa antioxidante enddgeno ou por antioxidantes alimentares exdgenos que mantém esses
oxidantes compostos em niveis aceitaveis (Biller & Takahashi, 2018). A CAT é uma enzima
antioxidante que atua na defesa contra o stress oxidativo, e no presente estudo demonstrou maiores
atividades nas dietas controlo e 2,5 % de alga moida, tendo sido inibida na dieta de 0,15% de
extrato de alga, o que vai de acordo com o resultado de um estudo feito por Magnoni et al (2017)
provando a incapacidade do extrato de algas em proteger contra os ROS, ja que a atividade da
CAT foi menor, em douradas alimentadas com dietas suplementadas com Gracilaria tratada
termicamente, num cendrio hipoxico. A SOD que também é uma enzima antioxidante demonstrou
um comportamento similar a CAT, com uma maior inibi¢do no tratamento de 0,15% de extrato de
alga e uma maior atividade no controlo e no tratamento de 5% de alga moida. Sotoudeh & Mardani
(2017), afirmaram que a menor atividade enzimatica pode ser uma indica¢do de menor necessidade
de remover peréxido de hidrogénio e perdxido lipidico do tecido, quando eles obtiveram resultados
parecidos com o presente estudo, ao testar a suplementacdo com G. pygmaea na alimentacédo da
truta arco-iris e a SOD também foi menor em todas as dietas suplementadas em comparagdo com
a dieta controlo. A peroxidacao lipidica € o processo metabdlico complexo e negativo, pois quando
induzida por radicais livres € a principal causa de dano celular. Esse processo envolve a formacéo
e propagacao de perdxidos lipidicos e a eventual destruicdo das membranas lipidicas, produzindo
produtos secundarios como o malondialdeido (MDA) em microssomas (Zhang et al., 2003). No
presente estudo pode-se dizer que dietas suplementadas com G. gracilis ndo protegeram as células
contra os efeitos dos ROS, tendo em conta que a peroxidacdo lipidica foi menor nos peixes
alimentados com o tratamento controlo. Guerreiro et al. (2019) obtiveram resultados semelhantes
ao presente estudo, com Ulva lactuca e Chondrus crispus como suplementacdo de ra¢do para
robalos e Peixoto et al. (2016c) sugerem que a suplementacdo de algas marinhas aumenta a
degradacdo da camada lipidica celular, aumentando o stress oxidativo. Noutro estudo elaborado
por Peixoto et al., (2018) com robalos alimentados com suplementacdo de Gracilaria sp, nao
houve influéncia da alga na peroxidacdo lipidica. Segundo Wang (2009), esses resultados sdo o
contrario do esperado, uma vez que os compostos polifendlicos derivados da extracdo de
metanolica de algas vermelhas foram descritos como fatores de diminuicdo da peroxidacao

lipidica. No entanto, num estudo anterior de Peixoto et al. (2016a), no qual a LPO em Argyrosomus
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regius alimentados com Gracilaria sp, foi menor, demonstrando as propriedades antioxidantes
associadas as macroalgas vermelhas. A glutationa total (GT) representa o estado do peptideo
glutationa, somando as formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), seu nivel esta relacionado a
deplecéo de antioxidantes, considerando a recuperacdo incompleta do GSSG (Eroglu et al., 2014;
Owen & Butterfield, 2010). No presente estudo pode-se observar que as dietas suplementadas com
alga moida a 5% e 2,5% apresentaram uma menor GT, em compara¢do com a dieta controlo,
sugerindo que nestas percentagens de suplementacdo, Gracilaria ndo possui elevada atividade
antioxidante da GT. Em estudos como o de Cappello et al. (2016), onde foram feitos testes
analiticos como a quantificacdo da glutationa reduzida (GSH), permitindo ter uma maior certeza
sobre o efeito antioxidante da GT. Estudos realizados por Peixoto et al. (2016b) e Peixoto et al.
(2018), com robalos alimentados com suplementacéo de Gracilaria sp em concentracoes de 2,5%
e 7,5%, e robalos alimentados com extratos de Gracilaria sp a 0,5% e 4,5%, respetivamente a GT
ndo apresentou diferencas entre as dietas. No entanto, as fragdes de solvente obtidas da extracao
metandlica de diferentes algas vermelhas, incluindo Gracilaria edulis, foram caracterizadas como
possuindo propriedades antioxidantes segundo Ganesan et al., (2008), que também relataram que
as atividades antioxidantes de diferentes algas marinhas apresentam dependéncia da dose,
aumentando em concentra¢Ges mais altas de extrato. A baixa concentracéo e / ou disponibilidade
dos compostos com propriedades antioxidantes pode ser o motivo da baixa atividade da GT no

presente estudo, nas dietas de alga moida.

Nos metabolitos plasmaticos, em relacdo a glicose apenas houve diferencas significativas entre as
dietas de 0,35% de extrato de alga e 0,2% de ficocoloides, ndo houve diferengcas em comparacao
com a dieta controlo, sendo que as dietas de 5% e 2,5% de alga moida apresentaram menores
valores de glicose o que pode estar relacionando com o facto desses peixes terem apresentado um
maior crescimento o que implica uma maior gasto energético o que pode ter levado o0s peixes a
utilizarem as reservas de glicose. Nos triglicéridos apenas houve diferencas significativas entre a
dieta de 2,5% de alga moida em comparacdo com a dieta 0,15% de extrato de alga e a dieta de
0,2% de ficocoloides. Num estudo de Guerreiro et al. (2019), com douradas alimentadas com
suplementacdo de Ulva lactula e Chondrus crispus, a glicose plasmatica foi menor em peixes
alimentados com a suplementacdo de algas, possivelmente devido ao menor nivel de amido em

dietas contendo algas marinhas, enquanto Batista et al. (2020) num estudo com juvenis de robalo
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alimentados com 8% de Gracilaria gracilis, registaram um aumento nos niveis de glicose
comparativamente a dieta controlo. No entanto, Vizcaino et al. (2016) encontraram uma relacéo
inversa da concentracdo de glicose ao aumentar os niveis de macroalgas (G. cornea e Ulva rigida)
nas dietas de douradas. Du et al. (2005) assim como Hamre et al. (2004) afirmam que o0s
metabdlitos plasmaticos, como colesterol, triglicerideos e glicose, respondem a modulacao da dieta
envolvendo o conteudo lipidico e amido. No presente estudo o colesterol e os lipidos totais ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as dietas.

E muito importante avaliar a histologia intestinal de peixes marinhos alimentados com ingredientes
vegetais para entender os efeitos na satde intestinal em diferentes niveis de inclusdo e no bem-
estar dos peixes (Fuentes-Quesada et al., 2018). O presente estudo mostra que dietas
suplementadas com G. gracilis ndo causaram alterac6es morfologicas no intestino de dourada, no
entanto observaram-se algumas diferencas, quanto a vacuolizacdo supranuclear absortiva, a
posicdo do nucleo dos enterdcitos, em peixes alimentados com as diferentes dietas de G. gracilis
em comparagdo com a dieta controlo. Em outros estudos, também foi verificada a auséncia de
efeitos causados pelo uso de algas na alimentacdo de varias espéecies de peixes. Guerreiro et al.,
(2019) incorporaram na trés dieta na alimentacdo de douradas, uma de 5% de Ulva lactuca, outra
de 5% de Chondrus crispus e 2,5% de ambas as algas e concluiram que as dietas experimentais
ndo causaram alteracfes na histomorfologia intestinal porque ndo foram observados sinais de
hipertrofia ou hiperplasia das células caliciformes e também a largura da lamina prépria era fina e
a submucosa demonstrou uma largura semelhante em peixes alimentados com algas e controlo.
Também Batista et al. (2020) num estudo com robalos alimentados com dietas de G. gracilis a
8%, Nannochloropsis oceanica a 8% e uma mistura das duas algas a 4% cada uma, a morfologia
intestinal muito bem preservada, sem grandes diferencas entre as dietas experimentais. Num outro
estudo de Araujo et al., (2016) com Oncorhynchus mykiss alimentados com 10% de G.
vermiculophylla, mostraram que a altura das vilosidades e o didmetro intestinal eram
significativamente menores do que em peixes alimentados apenas com 5% da alga. Vizcaino et
al., (2019), em juvenis de Solea senegalensis alimentados com dietas suplementadas com 5% de
Ulva ohnoi, obtiveram resultados que demonstraram que as dietas ndo causaram alteracdes na
morfologia intestinal ou enterocitarias. Segundo Guerreiro et al., (2019), o efeito das algas na

estrutura e morfologia do intestino pode ser variavel com a espécie de peixes, as algas utilizadas
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nas dietas, 0 processamento de dietas ou outros ingredientes presentes, e isso pode justificar as

diferencas entre estudos, requerendo por isso estudos mais aprofundados.

No challenge bacteriano com Phdp, em peixes alimentados com 5% de alga moida apresentaram
uma mortalidade quase nula, o que pode ser devido aos trombdcitos que tiveram maior
percentagem neste tratamento, e Fink et al., (2015) e Stosik et al (2019), sugeriram que 0s
trombdcitos também participam na funcdo de defesa desempenhando um papel importante por
meio da atividade fagocitica e capacidade de inibir bactérias, constituindo quase metade da
populacdo de células fagociticas do sangue periférico, conferindo assim uma maior resisténcia
bacteriana o que pode ter impedido a proliferacdo do Phdp. Num estudo feito por Peixoto et al.,
(2019) com robalos (D. labrax), suplementados com Gracilaria sp. a 5%, obtiveram maior
percentagem de sobrevivéncia contra a infecdo por Phdp, assim como no presente estudo. Quanto
a suplementacdo com 0,2% de ficocdloides pode-se observar uma mortalidade de quase 100%, e
segundo Wan et al., (2019) os polissacarideos, como os ficocoloides atuam como emulsionantes
0 que pode ser um obstaculo a absorgéo de nutrientes em todo o sistema digestivo dos peixes, esses
autores ainda afirmam que apesar de haver pouca informacéo sobre a forma como a suplementacéo
de ficocoloides na alimentacdo de peixes influencia a qualidade e aceitabilidade da dieta, num
estudo anterior de Cheng et al., (2008) com inclusdo dietética de alginato de sédio ou k-
carragenano em Epinephelus fuscoguttatus, foi demonstrado que esses compostos tinham
capacidade para aumentar a imunidade inata de peixes (contagem de leucdcitos, atividade
fagocitica e indice fagocitico ) e aumentar a taxa de sobrevivéncia na presenca do patdgeno Vibrio
alginolyticus, enquanto no presente estudo o0s parametros de imunidade analisados ndo foram

alterados e a mortalidade no challenge com Phdp foi muito alta.

Com este presente estudo conclui-se que Gracilaria gracilis a um nivel de suplementacéo de 5%
e 2,5% de alga moida influenciou beneficamente o crescimento das douradas, assim como conferiu
maior resisténcia bacteriana contra a Phdp apresentando uma taxa de mortalidade quase nula.
Também apresentou maiores atividades nas enzimas antioxidantes como a CAT e a SOD.
Relativamente a analise histoldgica, a integridade dos intestinos foi preservada na suplementacao

de 5%, assim como nas outras dietas.

Como perspetivas futuras, e tendo em vista a melhor avaliacao dos efeitos das suplementacdes no

trato intestinal devera ser feito um estudo da microbiota intestinal, assim como a separacao do
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intestino anterior e do posterior de modo a perceber melhor os efeitos da suplementacdo no
comportamento e nimero das células caracteristicas de cada uma destas partes dos intestinos (as
células Goblets, os enterdcitos, entre outros) , assim como aumentar as concentracdes de alga nas
diferentes dietas e alargar a duracdo do ensaio da alimentacdo de modo a testar se a nivel
histologico, se serdo observadas diferencas e alteracbes acentuadas entre os diferentes
tratamentos, assim como averiguar se a resposta imune e as enzimas antioxidantes apresentam
maior atividade, principalmente no LPO, GST e GT. Poderdo ser feitos testes adicionais de forma
a complementar os resultados, sendo que na GT seria importante quantificar a GSH ou GSSG.
Portanto pode dizer-se que com a possibilidade de obter a alga a partir de sistemas integrados de
aquacultura, ecologicamente mais sustentaveis (Aquacultura multi-tréfica integrada- IMTA), a
Gracilaria gracilis pode ser considerada um bom suplemento dietético para a aquacultura.
Também seria interessante realizar este estudo com outras espécies de algas e ou peixes, assim

como avaliar o potencial de defesa com outros patdgenos.
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