UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ZOOTECNIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS

MARCELO FELISBERTO DOS REIS

Avaliac¢ao do efeito do extrato pirolenhoso sobre parametros zootécnicos e
na imunomodulacio frente a infeccao por Streptococcus agalactiae em
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Pirassununga

2022



MARCELO FELISBERTO DOS REIS

Avaliacao do efeito do extrato pirolenhoso sobre parametros
zootécnicos e na imunomodulac¢ao frente a infeccio por Streptococcus
agalactiae em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Versao corrigida.

Tese apresentada a Faculdade de
Zootecnia e  Engenharia de
Alimentos da Universidade de Sdo
Paulo, como parte dos requisitos
para obtencao do titulo de Doutor
em Ciéncias.

Area de Concentracao: Zootecnia

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Luiz
Moro de Sousa

Pirassununga

2022



Ficha catalografica

Ficha catalografica elaborada pelo
Servico de Biblioteca e Informacéao,
FZEA/USP,com os dados fornecidos pelo(a)
autor(a)

Felisberto dos Reis, Marcelo

F315a Avaliagdo do efeito do extrato pirolenhoso sobre
parametros zootécnicos e na imunomodulagdo frente a
infecgdo por Streptococcus agalactiae em tilapias /Marcelo
Felisberto dos Reis ; orientador Ricardo Luiz Moro de Sousa. -
- Pirassununga, 2022.

65 f.

Tese (Doutorado - Programa de Pds-Graduagdo em
Zootecnia) -- Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de S3o Paulo.

Permitida a cdpia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte - o autor



MARCELO FELISBERTO DOS REIS

Avaliacio do efeito do extrato pirolenhoso sobre parametros
zootécnicos e na imunomodulacio frente a infeccdo por Streptococcus
agalactiae em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Versdo Corrigida

Tese apresentada a Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
Universidade de Sao Paulo, como parte
dos requisitos para obtencao do titulo de

Doutor em Ciéncias.

Area de Concentragao: Zootecnia

Data de aprovacio: /. /

Banca Examinadora:

Prof. Dr.

Instituigdo

Presidente da Banca Examinadora

Prof.(a). Dr.(a)

Instituicdo

Prof.(a). Dr.(a)

Instituicdo

Prof.(a). Dr.(a)

Institui¢do

Prof.(a). Dr.(a)

Institui¢do

Prof.(a). Dr.(a)

Instituicao




DEDICATORIA

Dedico a Deus, minha familia, minha esposa € meus amigos que sempre estiveram ao
meu lado nos melhores e piores momentos, sendo essenciais para a constru¢ao do meu
carater ¢ de minhas conquistas. Gratidao a todos voces.

Dedico ao meu avo Clemente Felisberto dos Reis, que estard sempre junto de mim

intercedendo no céu. Obrigado por tudo meu querido avo.



AGRADECIMENTOS

Agradecgo a Deus por todas as dificuldades e conquistas que me ajudaram a crescer e me
desenvolver profissionalmente, além das amizades que Ele me propos durante essa
caminhada no doutorado.

Agradeco aos meus pais Antonio e Patricia, que foram meu suporte € meu apoio, me
ajudando com palavras de amor e afeto, muito obrigado meus queridos pais, amo voceés.
Agradeco ao meu irmao Pedro Henrique, que me ajudou a cuidar dos peixes e pelas
boas risadas e amizade que sempre tivemos.

Agradeco a minha esposa Mariana Zanata, que também me ajudou no manejo dos
animais, e que sempre foi minha amiga e leal amada. Amo-te muito.

Agradeco ao pessoal da equipe do Laboratdrio de Higiene Zootécnica por toda a ajuda
e suporte que me deram durante o doutorado, ficando agradecido pelo companheirismo
e amizade do Nycolas, Talita, Natdlia, Waldelucy, Marisa, Silvia, aos estagidrios e
pessoas que passaram nessa caminhada de 4 anos. Meu muito obrigado de coragao.

Ao Prof. Dr. Ricardo Moro, meu mais sincero obrigado pela parceria, pela ajuda e por
sempre ser esse ser humano abengoado e cheio de f¢ que me ajudou nesse doutorado e
que sempre serd, além de um excelente profissional, uma pessoa de bom coragao.
Agradeco a empresa AGTTEC pela parceria feita conosco e por me confiarem a realizar
esse trabalho, fruto dessa parceria.

Também agradeco ao Instituto de Pesca, por me ensinarem e ajudarem sempre que
possivel.

Agradeco a CAPES pela concessdao da Bolsa para o desenvolvimento do projeto. O
presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.

E a todos que de uma maneira direta ou indireta me ajudaram durante esses 4 anos,

muito obrigado a todos vocés.



“Né&o se apavore, nem se desamine, pois o0 Senhor, o0 seu Deus,
estara com vocé por onde vocé andar.”

Josué 1:9.

“A humildade é o caminhar na verdade”

Santa Teresa D’Avila



RESUMO

REIS, M. F. Avaliacio do efeito do extrato pirolenhoso sobre parametros
zootécnicos e na imunomodulacio frente a infeccio por Streptococcus agalactiae
em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). 2022. 65 F. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo,
Pirassununuga, 2022.

A piscicultura ¢ um dos setores que mais tem crescido no mundo, com
destaque para a criacdo de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus). Entretanto,
bactérias do género Streptococcus estdo associadas a eventos de alta mortalidade em
tilapiculturas, com consequentes prejuizos ao produtor. Dessa forma, o presente estudo
objetivou utilizar o extrato pirolenhoso (EP) de eucalipto (Eucalyptus sp.) como aditivo
alimentar, avaliando seu potencial efeito antimicrobiano, in vitro, através da detecgao
das concentragdes inibitoria e bactericida minimas, ¢ in vivo, através de teste de
protecdo ao desafio, bem como no crescimento e ganho de peso dos animais,
verificando os perfis hematologico e fagocitario. O extrato foi incorporado na ragdo por
meio de aspersdo, em duas diferentes concentracdes (0,5% e 1%), determinando a
separa¢do dos animais em trés grupos: grupo controle, grupo EP 0,5% e grupo EP 1%,
com trés repetigdes por grupo. Apds trinta dias, conforme as dietas de cada grupo,
foram avaliados os parametros de ganhos de peso e crescimento. Para a avaliagdo
hematologica, foram realizadas as contagens eritrocitaria, leucocitaria, trombocitéria e
diferencial de leucocitos, além da determinacdo da capacidade fagocitica. O desafio
contra cepa patogénica de S. agalactiae foi monitorado por 14 dias pos-infeccao. O EP
apresentou atividade bactericida e bacteriostatica com concentracao de 12,5 v/v e 6,25
v/v, respectivamente. Nao houve diferencas significativas com relagdo ao ganho de peso
e comprimento dos animais entre os grupos (P > 0,05). Nas contagens eritrocitarias,
houve diferenga significativa quando comparadas as médias entre grupo controle e
tratamento EP 1%, ndo se observando diferencas em relagdo as contagens de
tromboticos e leucdcitos totais. O niimero de linfocitos foi maior no grupo controle
quando comparado ao grupo EP 1% (P < 0,05). Comparando as médias de neutréfilos,
contudo, o grupo controle apresentou contagem menor em comparagao aos grupos EP
0,5% e EP 1% (P < 0,05). Nas contagens de mondcitos e eosindfilos, ndo houve
diferencas significativa entre os trés grupos. Em relacdo a capacidade fagocitica, houve
diferenga significativa entre o grupo EP 1% quando comparado aos grupos controle e
EP 0,5%, enquanto o grupo EP 0,5% apresentou maior indice fagocitico (P < 0,05). No

desafio, apos 14 dias, houve uma baixa taxa de sobrevivéncia dos animais. Conclui-se



que o EP apresenta efeitos antimicrobianos € imunoestimulantes, porém nao na prote¢ao
ao desafio contra S. agalactiae, nas concentragdoes utilizadas, indicando potencial

utilizagdo na piscicultura.

Palavras-chaves: Streptococcus agalactiae, extrato pirolenhoso, Oreochromis

niloticus.



ABSTRACT

REIS, M. F. Evaluation of the effect of pyroligneous extract on zootechnical
parameters and immunomodulation against Streptococcus agalactiae infection in
Nile tilapia (Oreochromis niloticus). 2022. 65 F. Doctoral Tesis — Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2022.

Fish farming is one of the fastest growing sector in the world, with emphasis on the Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) production. However, bacteria of the genus
Streptococcus are associated with high mortality events in tilapia farms, with
consequent losses to producers. Thus, the present study aimed to use the pyroligneous
extract (EP) of eucalyptus (Eucalyptus sp.) as a food additive, evaluating its potential
antimicrobial effect, in vitro, through the detection of minimum inhibitory and
bactericidal concentrations, and in vivo, through test of protection to the challenge, as
well as in the growth and weight gain of fish, verifying the hematological and
phagocytic profiles. The extract was incorporated into the feed by means of sprinkling,
in two different concentrations (0.5% and 1%), determining the separation of the
animals into three groups: control group, 0.5% EP group and 1% EP group, with three
repetitions per group. After thirty days, according to the diets of each group, the
parameters of weight gain and growth were evaluated. For hematological evaluation,
erythrocyte, leukocyte, thrombocyte and leukocyte differential counts were performed,
in addition to the determination of phagocytic capacity. The challenge against the
pathogenic strain of S. agalactiae was monitored for 14 days post-infection. EP showed
bactericidal and bacteriostatic activity with concentrations of 12.5 v/v and 6.25 v/v,
respectively. There were no significant differences regarding the weight gain and length
of the animals among the groups (P > 0.05). In the erythrocyte counts, there was a
significant difference when comparing the means between the control group and the 1%
EP treatment, with no differences in relation to thrombotic and total leukocyte counts.
The number of lymphocytes was higher in the control group when compared to the 1%
EP group (P < 0.05). Comparing the neutrophil means, however, the control group had a
lower count compared to the EP 0.5% and EP 1% groups (P < 0.05). In monocyte and
eosinophil counts, there were no significant differences among the three groups.
Regarding the phagocytic capacity, there was a significant difference between the EP
1% group when compared to the control and EP 0.5% groups, while the EP 0.5% group
had a higher phagocytic index (P < 0.05). In the challenge, after 14 days, there was a

low survival rate of the animals. It is concluded that EP has antimicrobial and



immunostimulating effects, but not protection against S. agalactiae challenge, at the

concentrations used, indicating potential use in fish farming.

Keywords: Streptococcus agalactiae, Pyroligneous Extract, Oreochromis niloticus.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura ¢ uma atividade zootécnica que visa a produgdo de espécies animais
em ambiente aquatico, podendo-se destacar as criagdes de maior relevancia: peixes,
camardes, ras, lagostas, moluscos como o polvo e lulas, além de jacarés e tartarugas,
mostrando a grande diversidade de espécies encontrada nessa area (BRASIL, 2019).

Em termos de produgdo global, a aquicultura tem apresentado um crescimento
expressivo quando comparado com outras areas de producdo animal, sendo que 50%
dos pescados obtidos mundialmente ja sdo utilizados para consumo humano e, segundo
dados da Organizagao das Na¢des Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO, 2022),
a producdo global de peixes no ano de 2016 foi de 171 milhdes de toneladas, estimando
uma renda global de 362 bilhdes de ddlares.

O Brasil, apesar de ndo ter um consumo per capita elevado de alimentos
provenientes da aquicultura, tem apresentado um enorme potencial para criagdo de
organismos aquaticos, por ser um pais continental com grande aporte hidrico e o tnico
pais da América Latina a projetar um crescimento de 104% na sua producdo aquicola
(FAO, 2021). Evidencia-se que, atualmente, o Brasil se tornou o 3° pais que mais
produz tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) no mundo, apresentando um
crescimento acentuado da produgdo dessa espécie, uma vez que as tildpias tiveram uma
boa adaptacdo as condicdes climaticas e hidricas do pais e por essas apresentarem
caracteristicas zootécnicas extremamente desejaveis (BRASIL, 2022). Nessas
condigdes, torna-se cada vez mais necessario implementar melhorarias no manejo dos
animais, particularmente em termos de biosseguridade, visando-se evitar a entrada e/ou
circulagdo de microrganismos patogénicos nas unidades de producao.

Dentre esses patogenos, destaca-se o Streptococcus agalactiae, bactéria Gram
positiva que se apresenta microscopicamente em arranjos de cocos em fileiras, e que
estd associada a enfermidades caracterizadas por exoftalmia, opacidade cornea,
hemorragias internas dos 6rgaos e septicemia, provocando mortalidade em mais de 90%
dos casos ja registrados da doenga, sendo a espécie O. niloticus a mais susceptivel a
manifestacdo da doenca (CHEN et al., 2012). Apesar da existéncia de antibidticos
utilizados para o controle desse patogeno, cada vez mais estudos indicam o aumento da
resisténcia bacteriana a antimicrobianos, seja pela administracdo, dosagem ou periodo
de tratamentos incorretos (SAENZ et al., 2019). Visando melhorias no manejo sanitario,

torna-se essencial o estudo de diferentes formas de prevengdo da doenca, incluindo
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desenvolvimento e aplicacao de vacinas, bem como de aditivos incorporados a ragao.
Em relacdo as vacinas, existem algumas vacinas comerciais existentes; entretanto, nao
se mostram como método completamente efetivo de prevengdo por ocasionarem
estresse ao plantel, facilitando infec¢des posteriores por microrganismos de carater
geralmente oportunista, como [ridovirus, Flavobacterium, Nocardia, entre outros
(BRUM et al., 2016).

Com relagdo aos probidticos e extratos naturais, estes tém demonstrado grande
eficiéncia com relagdo a protecdo ao desafio e crescimento da tilapia do Nilo. Nesse
sentido, Yin e colaboradores (2005), ao utilizarem duas ervas chinesas verificaram a
estimulagdo positiva do sistema imune de tilapias, acompanhada da ativagdo de
fagocitos. Também se destaca o trabalho de Brum e colaboradores (2016), utilizando os
6leos de cravo da india e de gergelim, que apresentaram um melhor crescimento dos
animais, sendo que animais alimentados com o 6leo de gergelim apresentaram uma taxa
de sobrevivéncia de 100% quando desafiados pelo S. agalactiae. Contudo, para o
extrato pirolenhoso, ndao ha estudos indicando o uso como aditivo em ragdo para peixes;
todavia, outros estudos tém demonstrado adequada resposta inibitdria contra mastite
bovina ocasionada por Staphylococcus spp. quando do uso desse extrato, além de
resposta eficiente contra algumas espécies de fungos, como Aspergillus spp. (JUNIOR,
TERRILE, AGUILAR, 2005; ALMEIDA et al., 2017). Dessa maneira, torna-se
importante a avaliacdo de produtos a serem usados como aditivos sobre a resposta

imune contra patogenos, além dos efeitos sobre os parametros zootécnicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aquicultura mundial

A aquicultura ¢ uma das praticas comerciais mais antigas do mundo, sendo a
China um dos primeiros paises a investirem na area de pesca e criagao de peixes,
correspondendo a 90% do mercado de pesca (CAMARGO, POUEY; 2005).
Atualmente, a atividade aquicola estd presente em todos os continentes ¢ ¢ uma das
areas que mais cresce ao nivel de producdo mundial, ultrapassando algumas outras
praticas de producdo de alimentos como bovinocultura, suinocultura, avicultura, etc.
(FAO, 2022), tendo um mercado consumidor ascendente, no qual se estima um
crescimento mundial do setor de 62% e um aumento do mercado consumidor de 81%
(KOBAYASHI et al., 2015). Essa vasta expansao se deve ao fato da aquicultura possuir
diversas subareas de producdo como a piscicultura, ranicultura, algicultura,
carnicicultura, entre outras (VALLADAO, GALLANI, PILARSKI, 2018). Segundo a
Organizagdao das Nagdes Unidas para Alimento e Agricultura (2020), houve um
crescimento expressivo nas producdes de diversos organismos aquaticos quando
comparados as pescas extrativistas. Esse crescimento estd correlacionado a dois fatores
como o alto crescimento populacional no mundo, necessitando-se cada vez mais de
alimentos, e a preocupacdo por alimentos mais saudaveis, destacando-se a boa

palatabilidade do alimento e as proteinas essenciais (FAO, 2018).

Quando se compara as producdes por continentes, a regido que tem o maior
destaque ¢ a Asia, que atualmente domina o mercado aquicola com 89% da produgio
mundial, seguido pelo continente americano, com 5%, a Europa com 4%, a Africa com
2% e a Oceania, sem dados demonstrados. Quando se compara o nivel de cada pais,
observa-se que os cinco primeiros paises pertencem ao continente asiatico, sendo a
China um pais com uma elevada produgdo, sendo 10 vezes maior que o segundo maior
produtor, a India. Dos paises europeus, destaca-se a Noruega, ocupando a 6* posicio,
tornando-se consequentemente o maior produtor da Europa. Com relagdo ao continente
americano, o Chile tem uma das maiores producdes, ocupando a 8" posicdo. Vale
destacar que o Brasil tem tido um aumento expressivo em sua produgdo, estando em 13°

maior pais produtor, mostrando o potencial crescente, devido a sua vasta extensdo
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territorial e costa maritima, além de uma elevada quantidade de insumos para

potencializar o crescimento aquicola no pais (FAO, 2020).

2.2. Pisciculturas no mundo e no Brasil

Apesar de a aquicultura contemplar diversos organismos aquaticos para criacao
e comercializacdo, o setor que se destaca ¢ a piscicultura, uma pratica de produgdo
aquicola que cada vez mais tem recebido importancia no cenario mundial, no qual mais
de 179 milhdes de toneladas de pescado foram produzidos no ano de 2018, com a Asia
sendo o continente com maior producdo no mundo (FAO, 2020). Referente a
comercializacao e producao, o setor ¢ dividido em pesca extrativista, na qual os recursos
pesqueiros sdo retirados do ambiente (BRASIL, 2012) e que tem apresentado uma
expressiva queda nos ultimos anos, apesar de ter um leve aumento na captura de
animais marinhos em 2018 (FAO 2020); e a producdo em cativeiro, que cada vez mais
tem sido utilizada para criacao de diversas espécies, sendo as trés modalidades mais
utilizadas: extensiva - os animais sdo criados em reservatérios € agudes prontos, tendo-
se um baixo indice de producdo, pois os animais somente alimentam-se de plancton;
semi-intensiva — os viveiros sdo escavados e a alimentacdo consiste em producdo
primaria de plancton e ragdo comercial, sendo a mais praticada atualmente; intensiva —
os viveiros sdo projetados para armazenagem de animais de uma mesma espécie, a
ragdo ¢ balanceada e os mecanismos de abastecimento e escoamento hidricos sao
necessarios para um bom processo produtivo (FRASCA-SCORVO, FILHO, 2011); ¢ a
super-intensiva — cultivos realizados em tanques-rede, podendo ser em tanques de
alvenaria ou concreto, tendo um mecanismo de fluxo d’dgua continuo, visando somente
a criacdo de uma unica espécie, com elevada povoacao dessa espécie, entre 20 a 100
peixes por metro quadrado, necessitando-se de um maior cuidado na criacdo (LOPES,
2012). Destaca-se também os sistemas de circulacdo fechada como o sistema de
aquaponia que consiste em utilizar uma produgdo integrada entre criagdo de peixe com
o cultivo de plantas, podendo ser feita em sistemas de caixas, canaletas, entre outros,
podendo ser focada para o consumo particular e/ou para vendas, uma vez que o
consumo per/capita no mundo chegou a 20,5 kg/pessoa/ano em 2018 (BRASIL, 2016;
FAO, 2020).
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Com relacao ao Brasil, o pais tem tido um forte e constante crescimento com
relacdo a piscicultura. Atualmente, ocupa a 13° posi¢cdo mundial em produgao, e o setor
desponta como uma alternativa vidvel para oferta de proteina animal pelo pais
apresentar um extenso territério marinho, com aproximadamente 8.400 km de extensao,
além de oferecer uma rica fonte de aquiferos e rios (FAO, 2020). Analisando o
crescimento da piscicultura no pais, houve um aumento de 45% entre o periodo de 2014
a 2021, e um crescimento de 4,74% no ano de 2021, tendo sido produzidas mais de
841.005 toneladas de espécies nativas e exdticas, demonstrando uma crescente evolucao

nesse setor (Figura 1) (PEIXE BR, 2022).

Figura 1: Evolucio anual da producio de peixes cultivados no Brasil.
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Fonte: Peixe BR, 2022.

Quanto a producdo de peixes por regides, a regido Sul tem tido um papel
importante no crescimento da piscicultura no pais, com 182 mil toneladas produzidas,
tendo-se como destaque o estado do Parand como o maior produtor tanto em nivel
regional como em nivel nacional, com 112 mil toneladas produzidas somente no estado,

seguidos pelas regides Norte, com produgdo de 164 mil toneladas, Centro-Oeste, com
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122 mil toneladas, Sudeste, com 115.300 toneladas e Nordeste, com 111 mil toneladas

produzidas (Figura) (PEIXE BR, 2022).

Figura 2: Evolucio da producio de peixes por regido.
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Fonte: PEIXEBR, 2022.

2.3. Producio de peixes nativos no Brasil e tilapia do Nilo

Apesar de uma queda na produgdo nativa, o Brasil apresenta uma grande gama
de ictiofauna e, por conter bacias hidrograficas com caracteristicas proprias, envolvendo
diferentes espécies de peixes, a producdo também pode ter caracteristicas regionais;
entre as espécies nativas, destacam-se: tambaqui (Colossoma macroporum), pirapitinga
(Piaractus bracypomus), pacu (Piaractus mesopotamicus), pirarucu (Arapaima gigas) €
tucunaré (Cichla ocellaris), entre outros, e alguns hibridos como a tambatinga

(MUNOZ et al., 2015; SERNA, 2018). Com relacdo as espécies exoticas, tem havido
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um crescimento elevado em decorréncia da boa adaptacdo dessas espécies ao clima e as
condi¢des de criacdo, destacando-se nesse cenario o pangasius (Pangasianodon
hypopthalmus), que superou a produgdo de salmao (Salmonidae) no mundo (PEIXE BR,
2022), e principalmente a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) que t€ém se tornado a
espécie mais importante em termos de producao nacional e mundial. Em nivel mundial,
segundo a FAO (2021), a tilapia foi a terceira espécie de peixe mais produzida do
mundo (Figura3), mostrando uma grande aceitagdo da populacdo e dos criadores,
refletindo também na producdo nacional, no qual abrange mais de 50% do mercado
produtor, sendo a espécie mais produzida em todos os estados e elevando o pais a
posicdo de 3° maior produtor de tildpia do mundo, com um volume de 534 mil
toneladas, ficando a frente de grandes produtores mundiais como as Filipinas ¢ a

Tailandia (PEIXE BR, 2022).

Figura 3: Maiores espécies produzidas no mundo

2014
[thousand tonnes) {percentage]

Finfish

Grass carp, Clenopharyngodon idellus 4 2131 4 590.9 5039.8 5 444 5 5704.0 10.5
Silver carp, Hypophthalmichthys molitrix 3 972.0 3 863.8 4 575.4 4 717.0 4 788.5 8.8
Mile tilapia, Oreochromis niloticus 2 657.7 3 342.2 3758.4 4 165.0 4 525.4 8.3
Common carp, Cyprinus carpio 3331.0 3 493.9 3 866.3 40547 4 189.5 77
Bighead carp, Hypophthalmichthys nobilis 2 496.9 2 646.4 2 957.6 3161.5 3143.7 5.8
Catla, Catla catla 2 526.4 2 260.6 2 269.4 2 509.4 3041.3 5.6
Carassius spp. 2137.8 2 232.6 2 511.9 27267 27723 5.1
Freshwater fishes nei,' Osteichthyes 1 3559 1 857.4 1 983.5 2 582.0 2 5451 A7
Atlantic salmon, Salmo salar 1 4371 2074.4 2 348.1 2 247 .3 2 4359 4.5
2;’")‘;‘::1;:2&:‘25 Paggasianedon 17494 19854 20368 21917 23595 4.3
Roho labeo, Labeo rohita 1133.2 1 566.0 1670.2 18427 2016.8 3.7
Milkfish, Chanos chanos 808.6 943.3 1041.4 1194.8 1 327.2 2.4
Torpedo-shaped catfishes nei, Clarias spp. 343.3 540.8 867.0 961.7 1 245.3 2.3
Tilapias nei, Oreochromis (=Tilapia) spp. 472.5 693.4 960.8 P72.6 1 030.0 19
Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss 752.4 882.1 794.9 832.1 848.1 1.6
Wuchang bream, Megalobrama 629.2 642.8 710.3 858.4 783.5 1.4

amblycephala
Fonte: FAO, 2021.

A tilapia do Nilo ¢ uma dos ciclideos mais produzidos no mundo, embora
existam outras 22 espécies que sdo comercializadas, destacando-se a tilapia de
Mocambique (Oreochromis mossambicus), tilapia Azul (Oreochromis aureus), Tilapia
zilli e Tilapia rendalli, com elevadas produgdes em paises subtropicais e tropicais
(GODOY, 2018), e também alguns hibridos como a Tildpia hibrida vermelha
(Oreochromis spp.) que tem tido um grande destaque nas criagdes da Malasia

(MOHAMAD et al., 2021).
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O grupo das tilapias (subfamilia Pseudocrenilabrinae) ¢ dividido em trés
géneros diferentes, diferenciados pelos habitos dos reprodutores em relagdo a fase
embriondria: Sarotherodon, no qual o macho e a fémea cuidam e incubam os ovos na
boca; Oreochromis, no qual somente a fémea incuba o ovo na boca, e o género Tilapia,
no qual a desova ¢ realizada em algum tipo de substrato (YASUI et al., 2006). A tilapia
¢ um peixe teledsteo e prefere ambiente de agua doce com profundidade rasa, com uma
temperatura para um bom desenvolvimento em torno dos 29° a 31°C, apresentando uma
melhor resposta de crescimento nesta faixa de temperatura, quando comparada a
temperatura de 22°C, sendo ainda onivora, alimentando-se de fitoplancton, pequenos
vertebrados, detritos, algumas espécies de ras e até de pequenos peixes (IGARASHI,
2008).

Com relagdo ao ciclo reprodutivo e maturagdo sexual, a espécie O. niloticus
apresenta uma maturacdo sexual muito rdpida e multiplas desovas durante o ano,
apresentando um periodo vitelogénico mais curto em comparagdo com outros peixes,
sendo que os alevinos atingem a maturidade sexual por volta dos 6 meses. Apos a
fecundacgdo dos gametas, a fémea recolhe os ovos fertilizados, € os mantém na boca até
a fase de eclosdo, quando a fémea deposita-os em corpos d’agua, com a consequente
eclosdo, normalmente em temperaturas entre 24-27°C (Figura 4) (MOREIRA, 2001;
IZQUIERDO et al., 2001; ORLANDO et al., 2017).

Figura 4: Ovos fertilizados presentes na boca de fémea de tilapia do Nilo.

Fonte: s3piscicultura.com.br, 2022.
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Além da facil reproducdo, apresenta parametros zootécnicos altamente
desejaveis onde se destacam: um rapido crescimento, tendo um tempo de criagdo para o
abate de 6 meses, possibilidade de sobreviver em alta densidade de estocagem,
alimentacdo onivora, boa resisténcia as condigdes ambientais e ao manejo diario, carne
de boa palatabilidade e aceitagdao pelo consumidor, com facilidade para filetagem. Em
particular, O. niloticus apresenta melhores criagdo e adaptacdo em cativeiro quando
comparado a outras espécies, corroborando sua importincia na piscicultura mundial
(ZANOLO, YAMURA, 2006; KUBITZA, 1999; FERNANDES, 2014; LEIRA et al.,
2017; MOHAMAD et al., 2021).

Com as caracteristicas inerentes a espécie, € pelo pais possuir uma vasta area
para atividade piscicola, o Brasil tem investido cada vez mais na criagao de tilapias do
Nilo, tornando-se necessario o investimento continuo em nutri¢do de qualidade, sendo
que foram produzidas nacionalmente mais de 747 mil toneladas de ragdo na aquicultura,
destacando as formulagdes para peixes e camardes (DAS CHAGAS CARDOSO FILHO
etal., 2011; SINDIRACOES, 2017).

2.4. Sanidade na piscicultura: manejo e a estreptococose em tilapias do Nilo

Em vista da crescente producao de tildpias no pais, investigagdes e tecnologias
para minimizarem ou evitarem problemas sanitirios que invariavelmente acarretam
perdas econdmicas para o piscicultor sdo cruciais. Dessa forma, o adequado manejo e o
planejamento da biosseguridade na unidade de produgdo concorrem para a obtengao de
plantéis de boa qualidade (LOPES, 2012).

Alguns cuidados incluem o tratamento adequado da 4dgua, uma vez que, se 0s
niveis dessa ndo estiverem dentro dos parametros (pH, nivel de amoénia, condutividade,
etc.), pode haver redugdo na qualidade, com prejuizos a produgdo, incluindo
mortalidade no plantel (BACCARI, 2002). Outros pontos importantes para a prevengao
e cuidados dos animais sdo: evitar o acimulo de matéria organica, realizar a desinfec¢ao
dos equipamentos utilizados na produgdo antes e apds 0 manuseio como redes, bombas
de oxigenagdo, aquecedores, entre outros materiais, formula¢do correta das ragdes e
armazenagem das mesmas em galpdes arejados, evitando-se umidade e consequente
proliferagao de fungos, com afastamento em relacdo a paredes e pisos no intuito de se

controlar a presenca de roedores (Figura 5) (KUBITZA, 2009; LOPES, 2012).
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Mesmo com a adog¢do de cuidados e praticas adequadas de manejo, os peixes
estdo propensos a infecgdes que podem ser divididas em duas categorias: as doengas
infecciosas, em cuja etiologia estdo parasitas, bactérias, fungos ou virus como agentes
primarios ou ainda secundarios da enfermidade, podendo estar associadas a episodios de
estresse ou imunossupressao; € as doencas nao infecciosas, que podem incluir como
agentes fatores ambientais (aumento da temperatura d’agua, exposi¢do direta ao sol,
modificag¢des bruscas no pH, aumento do nitrito, nitrato e amonia na agua, etc.), além de
fatores nutricionais (erros na formulacdo de ragdes e/ou presenca de micotoxinas em

decorréncia da armazenagem inadequada) (LOPES, 2012; GODOQOY, 2018).

Figura 5: Galpao de estocagem de racio para peixes.

Fonte: www.snatural.com.br, 2018.

Ainda que a tilapia do Nilo seja uma espécie que apresente uma resisténcia
relativamente maior aos desafios infecciosos, em comparacdo com outras espécies de
peixes, qualquer fator estressante pode desencadear um desequilibrio imunologico, a
exemplo do elevado niimero de animais por area, caracteristico dos sistemas intensivos
ou super-intensivos, que geram condi¢cdes propicias para o desenvolvimento de
enfermidades por patégenos oportunistas, como os virus da familia Iridovirus e
Orthomyxoviridae, parasitas como Ichthyophthirius multifiliis ¢ Chilodonella sp., e,
principalmente, agentes bacterianos, como algumas espécies de Aeromonas moveis e,
com maior destaque, bactérias do género Streptococcus, atualmente o género bacteriano
que mais se tem associado a mortalidade em plantéis (MUNANG’ANDU,
MUTOLOKI, EVENSEN, 2016; SU et al., 2016).


http://www.snatural.com.br/
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Streptococcus spp. constituem um género de bactérias Gram positivas, que
microscopicamente apresentam-se como cocos agrupados em linhas ou fileiras,
medindo aproximadamente 0,6 a 1um, ndo possuindo flagelos para locomogao e sendo
anaerobias facultativas (Figura 6), presentes na microbiota da boca, pele e intestino de
seres humanos e animais. No entanto, estdo associadas com quadros infecciosos em
situacdes de imunodeficiéncia, sendo que em bovinos ocasionam mastite €, em suinos,
podem acarretar artrites, meningoencefalites e endocardites, podendo levar o animal a
obito (GOMES, 2013).

Com relagdo as pisciculturas, a estreptococose ¢ uma doenca que ocasiona
septicemia tanto em peixes de agua doce como em peixes de dgua salgada. As tilapias
do Nilo sdo afetadas principalmente por duas espécies desse género, Streptococcus iniae
e Streptococcus agalactiae, com destaque para S. agalactiae, que apresenta mais de 10
sorotipos diferentes (I ao IX, sendo o sorotipo I separado em Ia e Ib), e estd associada a
maiores indices de mortalidade em pisciculturas, em torno de 95%, sendo os quadros
infecciosos pela bactéria mais prevalentes em estagdes quentes (primavera e verdo),
quando a temperatura da dgua pode chegar acima dos 28°C, configurando-se como uma
das doengas emergentes mais preocupantes no setor aquicola (EVANS et al., 2009;
BRUM et al., 2016). No Brasil, h4 prevaléncia dos grupos Ib nas regides Sudeste e Sul,
sendo detectados nos estados de Sdo Paulo e Parana, e presenga de sorotipo III no
Nordeste, sendo esse sorotipo também presente em um surto que ocasionou meningite
em humanos na Asia (CHIDEROLI et al., 2017; LEAL, FIGUEIREDO, TAVARES,
2019; VERRI, 2022).

Em relagdo a transmissao da doenga, ocorre de forma horizontal, podendo ser
pelo contato entre os peixes infectados (via oral/fecal ou mordidas de animais sadios
com os infectados), alimento contaminado e/ou materiais nao esterilizados corretamente
que podem conter a bactéria e, assim, disseminar a doenca na dgua. Dessa forma, de um
modo geral, em ambiente com uma superpopulacdo de animais, o risco de ocorrer uma
proliferacdo ¢ grande, o que ir4 gerar alta mortalidade na criacdo. Destaca-se também
que a fase adulta dos peixes apresenta uma maior resisténcia para a doenca; contudo, a
fase juvenil ¢ a mais acometida pela doenga por ndo apresentar uma imunidade tao

desenvolvida (AMAL & ZAMRI-SAAD, 2011; SKOV et al., 2018; KE et al., 2021).
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Figura 6: Caracteristica morfolégica do género Streptococcus spp.

Fonte: https://microbe-canvas.com/Bacteria.php?p=1171. Acesso em: 18 de outubro de 2022.

A via de entrada do Streptococcus spp. € o epitélio gastrointestinal, onde o
patégeno se desenvolve num primeiro momento e, entdo, comega a migrar para os
orgaos alvos dos animais, que sdo o baco, olhos e encéfalo, apresentando como fatores
de viruléncia: proteinas de aderéncia a superficies epiteliais e citocinas necroticas,
utilizando a via hematogénica para se proliferar no organismo do hospedeiro (IREGUI
et al, 2015).

Os sinais clinicos observados sdo: anorexia, exoftalmia, opacidade da cornea,
natacdo erratica, além de necrose de branquias e pancardite — inflamag¢@o do pericardio,
miocardio e nas valvulas cardiacas — presente nas infecgdes pelo sorotipo Ib, gerando

alta mortalidade no plantel (Figura 7) (CHEN et al., 2012, BRUM et al., 2016).
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Figura 7: Infeccio de S. agalactiae em tilapia do Nilo adulta.

Fonte: Copagril, 2020.

2.5. Utilizacao de antibioticos e vacinas na piscicultura

Para o controle da estreptococose nas tilapiculturas e de outras bacterioses, cada
vez mais utilizam-se antimicrobianos e, como medida de preven¢do, as vacinas
comerciais t€ém ganhado espaco (MUNANG’ANDU, PAUL, EVENSEN, 2016).

Os antimicrobianos foram uma das maiores descobertas mundiais e desde a
descoberta da penicilina em 1928, mais de 100 compostos antibidticos foram
identificados e produzidos, notadamente na década de 1970. Atualmente, sdo utilizados
como agentes terapé€uticos, tanto na medicina humana como veterindria, sendo
empregados preventivamente na producdo animal como aditivos para crescimento, com
ampla diversidade entre as espécies de interesse zootécnico. Na aquicultura e agricultura
sao utilizados, no total, 51 antimicrobianos com restrigdes entre diferentes paises,
podendo-se destacar a oxitetraciclina e o florfenicol, antimicrobianos de uso veterinario
e que sdo os mais utilizados comercialmente em pisciculturas (DAVIES, 2006; DONE,
VENKATESAN, HALDEN, 2015).

Em contraposicdo ao uso de antimicrobianos, 0s microrganismos,
principalmente as bactérias, sdo selecionados de maneira cada vez mais intensa para
resisténcia a esses compostos e, segundo O’Neil (2016), até 2050, correrdo mais de 10
milhdes de 6bitos no mundo, em decorréncia de infecgdes por bactérias multirresistentes
em populacdes humanas, acarretando mais de 100 trilhdes de dolares de despesas. Esse
quadro reflete também nas pisciculturas. Por exemplo, o florfenicol ¢ um antibidtico de

amplo espectro, atingindo tanto bactérias Gram positivas como Gram negativas, uma
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vez que o farmaco inibe a sintese proteica; contudo, a dosagem utilizada em casos de
surtos por S. agalactiae em tilapiculturas ndo tem sido eficiente, necessitando-se utilizar
uma quantidade maior do fArmaco para ter eficiéncia em sua utilizagdo (OLIVEIRA et
al., 2018). Além disso, em trabalho realizado por Séenz e colaboradores (2019), a
utilizacao desse antibidtico por via oral em peixes da espécie Piaractus mesopotamicus
tem aumentado a selecdo de bactérias patogénicas carreando genes de resisténcia aos
antimicrobianos, assim como de bactérias comensais intestinais, agravando-se o quadro
pela facil dispersdo dessas cepas na agua, além de gerar um aumento exponencial de
genes de resisténcia aos antibioticos, indicando uma resisténcia a antibioticos de amplo
espectro. Nesse cendrio, a Organizagdo Mundial da Saade (OMS, 2019) realizou uma
lista de antibioticos separada em trés conjuntos de utiliza¢do: “criticamente importante”;
“altamente importante” e “importante”, como uma maneira de diminuir o uso
descontrolado desses na aquicultura.

Com relagdo as vacinas comerciais, o pioneirismo das primeiras vacinas a serem
desenvolvidas e testadas na aquicultura ocorreu nos Estados Unidos, com a inje¢do de
bactérias mortas de Aeromonas punctata em carpas, resultando, em um primeiro
momento, numa alternativa preventiva adequada. Subsequentemente  ao
desenvolvimento das primeiras vacinas, diversas formula¢des foram surgindo com o
passar dos anos com a utilizagdo de tecnologias mais avangadas, desde vacinas com
agentes atenuados, vacinas inativadas, vacinas com DNA recombinante e baseadas em
vetores heterdlogos (SNIESZKO et al, 1938; GUDDING & VAN MUISWINKEL,
2013; DADAR et al., 2017).

De um modo geral, as vacinas podem ser aplicadas de quatro formas:
intraperitonealmente, em que a inje¢ao ¢ aplicada na regido peritoneal do animal, sendo
essa uma das formas mais utilizadas atualmente; intramuscular, aplicando-se a dose da
vacina no musculo do animal, podendo-se citar como exemplo as vacinas de DNA
contra alguns tipos de virus; a de imersdo, que ¢ colocada uma parte da vacina na agua;
e a vacinas orais, colocadas em pellets ou misturadas na propria racdo, podendo ser
aplicadas diretamente na boca do peixe (DADAR et al., 2017; APTA, 2021).

Apesar de varios métodos e vias diferenciais de aplicacdo, testes com imunizagao
oral, imersdo e sprays tém apresentado resultados variados, podendo apresentar eficacia
ou nao do protocolo vacinal. Contudo, as dificuldades no uso de vias de imunizacao
alternativas e a melhor compreensdo do mecanismo de protegdo tem estimulado o

desenvolvimento de vacinas mais eficientes (MUNANG’ANDU, PAUL, EVENSEN,
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2016). Ademais, vacinas comerciais eficientes contra S. agalactiae ja sdo
comercializadas; contudo, vacinacdo em juvenis de tilapias ainda sdo restritas,
mostrando uma melhor imunizagdo quando os animais estdo em fase de alevinos, ainda
nao tendo atingido um grama de peso; ademais, o estresse ocasionado pela retirada do
animal de seu habitat para a aplicagdo intraperitoneal/intramuscular pode acarretar uma
maior susceptibilidade do peixe a patdégenos oportunistas como Iridovirus, Nocardia,
Trichodina, entre outros (ABSALI, MOHAMAD, 2012; BRUM et al., 2016; KE et al.,
2021).

2.6. Utilizaciao de probioticos, ervas medicinas e extratos naturais como aditivos

em racdes comerciais

No contexto das limitagdes para ampla utilizagdo de vacinas, conforme
mencionado, € a crescente preocupagao com o uso excessivo de antimicrobianos devido
a selecdo de bactérias multirresistentes, métodos alternativos para potencializar o
crescimento, bem como a resposta imune de peixes frente aos desafios, t€ém sido cada
vez mais estudados.

Nesse sentido, os probidticos, alguns tipos de ervas medicinais e 6leos essenciais
tétm mostrado um grande potencial na aquicultura para a prevencdo de doengas,
otimizacdo da absor¢do de nutrientes pelos animais e melhora na qualidade da agua
(MUNIR et al., 2016; SRISAPOOME, AREECHON, 2017). Algumas ervas e extratos
vém sendo utilizados na medicina humana a centenas de anos, inclusive como
imunomoduladores, além de ja terem sido utilizados em dietas de algumas espécies
animais (YIN et al., 2005).

As ervas medicinais apresentam componentes que tém uma resposta eficiente
para alguns tipos de patogenos encontrados em pisciculturas, sendo os principais:
polifendis, saponinas, flavonoides, alcaloides, entre outros (ZHANG et al., 2022) e, em
estudos realizados por Yin e colaboradores (2005), duas ervas chinesas — Scutellaria
radix e Astragalux radix — foram utilizadas para avaliar a resposta imune ndo especifica
na alimentacdo de tilapias e os resultados mostraram que, ap6és uma semana de
alimentacdo contendo essas ervas, houve um aumento na atividade de lisozima e, apos
trés semanas, houve um maior estimulo para resposta fagocitaria dos leucécitos.

Com relagdo aos probidticos, apresentam como caracteristica o uso de

microrganismos vivos — benéficos para a satde animal — que irdo ajudar na
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recomposi¢ao da microbiota intestinal, sendo o Bacillus sp. a espécie mais utilizada por
apresentar uma melhor capacidade de produzir substancia antimicrobianas; contudo,
existem diversos microrganismos que também apresentam caracteristicas para serem
classificados como probidticos por melhorarem a imunidade e também a estrutura e
diversificacao da microbiota bacteriana, além de apresentarem diversos beneficios para
os animais como melhora do crescimento, fornecimento de nutrientes, melhora na
qualidade de 4agua, maior area de absor¢do do sistema digestivo, dentre outros
beneficios que tem demonstrado em diversos estudos (KUEBURTORNYNE,
ABARIKE & LU, 2019). Em tempo, Srisapoome ¢ Areechon (2016), apos alimentarem
tildpias do Nilo com Bacillus pumilus adicionado a racdo e realizarem desafio com S.
agalactiae em condi¢des laboratoriais, verificaram um aumento da resposta imune dos
espécimes e, quando analisada a atividade fagocitaria e os niveis de anions superoxidos,
foi detectado também um aumento desses niveis, indicando o efeito positivo do
probidtico na nutricdo e imunomodulac¢ao dos animais.

Outras fontes alternativas de aditivos sdo os extratos e 6leos compostos de
plantas. Os 6leos essenciais sdo derivados de plantas apresentam ampla utilizagdo na
aquicultura, desde o uso como anestésicos até como antimicrobianos, e seus efeitos
apresentam uma redu¢do nas alteragdes bioquimicas e endocrinas, colaborando com o
desempenho e melhora do bem-estar animal (SOUZA et al., 2019). Alguns O6leos
essenciais também se tornam alternativa profilatica contra S. agalactiae, com efeitos
benéficos sobre o crescimento e na resposta imune dos animais, conforme indicado por
Brum e colaboradores (2016), ao avaliarem o efeito do 6leo de gengibre e 6leo de cravo
da india em dietas para tilapias do Nilo desafiadas com S§. agalactiae; os O6leos
conferiram melhoras nos parametros zootécnicos da tilapia e no desafio realizado, sendo
que o grupo que recebeu 0,5% do oleo de gengibre apresentou uma taxa de 100% de
sobrevivéncia do plantel ao desafio quando comparado com o grupo controle.

Outros extratos utilizados na industria alimenticia tém mostrado efeitos
antibacterianos e antimicoéticos eficientes, como € o caso do extrato pirolenhoso (EP).

Hé relatos da utilizacdo do EP ha milénios, mas foi no século XX, apds a
segunda guerra mundial que o Japdo comecou a utilizar, na agricultura, como um
defensivo agricola, uma vez que esse consegue repelir alguns tipos de pragas e doengas
que afetam as produgdes de folhagens, atuando positivamente também no
condicionamento do solo (ARAUJO, 2018; MOREIRA et al., 2019). Também ¢

conhecido como “fumaga liquida” por ser usado na defumacdo de carnes, conferindo
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aroma e cor ao produto. Em seu processo, o extrato ¢ produzido pela queima de um
determinado vegetal como o eucalipto, o0 bambu, ou algum outro espécime vegetal de
interesse. A pirdlise ocorre em uma temperatura acima dos 80°C, para evitar acimulo
de 4gua e diluir o extrato, evitando-se temperaturas superiores a 150°C para ndo se obter
uma quantidade elevada de alcatrdo, tornando o extrato inviavel para utilizagdo na
agropecuaria (Figura 8). Apos essa queima, em condigdes desejaveis, o extrato acaba
sendo separado em trés partes distintas. A primeira parte compreende o 6leo vegetal (em
torno de 10%); na segunda parte, encontra-se o extrato propriamente dito (em torno de
65-75% do volume total), e na Ultima parte encontra-se o alcatrdo, que corresponde a
30% do volume total. Havendo residuos de alcatrdo no extrato, ap6s seu procedimento,
o0 extrato acaba por se tornar um produto inviavel, pois as impurezas do alcatrao acabam
ocasionando efeitos adversos no produto. Realizada a fase de pirdlise, ocorre uma
destilagdo do liquido condensado, sendo a temperatura dessa destilagio de
aproximadamente 115°C e ¢ necessario o descarte dos primeiros 10% do material, no
inicio e no final do procedimento, para se obter um produto isento de residuos e com
mais pureza, podendo ser realizado uma dupla destilagdo para se ter um produto mais
puro e livre de qualquer residuo. Vale ressaltar que apesar de ser um processo simples, €
necessario todo cuidado para sua realizacdo porque um erro pode concorrer para a perda

de todo material (BORUSK, 2009; ARAUJO, 2018).
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Figura 8: Representacio de um sistema de producio de extrato pirolenhoso.

n@n:ulpuluﬁ

Fonte:< www.sitiodamata.com.br>. Acesso em: 26 de agosto de 2019

Com relagdo a sua composicao quimica, o EP de eucalipto (Eucalyptus sp.)
apresenta mais 200 compostos organicos; entre eles, uma grande quantidade de fendis,
metilfenois entre outros, além de apresentar uma grande quantidade de compostos
quimicos presentes, que vao desde etanois, metano, ciclohexano, 4cidos butandicos,
acidos butenoicos, acidos pentenodico, maltol, entre outros (AGTTEC, 2011). Dessa
forma, o extrato apresenta uma fonte de compostos quimicos que estdo presentes em
alguns antimicrobianos utilizados comercialmente.

Ensaios quanto a eficiéncia e eficacia de EP frente a bactérias tém tido um
grande avango em diversas areas. Souza e colaboradores (2021) utilizaram o EP de
Eucalyptus grandis para testar a eficiéncia contra biofilmes dentédrios e utilizad-lo em
microrganismos encontrados na mucosa oral como Candida albicans, Lactobacillus
acidophilus e Streptococcus mutans; os resultados demonstraram uma efetiva resposta
do extrato contra esses microrganismos, além de ajudar na recomposi¢do mineral e no
controle de caries dentarias.

Outro exemplo do EP ¢ como um potencial antifingico. A extragdo de mamona

mostrou uma significativa agdo, em testes in vitro, contra cepas de espécies de


http://www.sitiodamata.com.br/
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Cryptococcus, mostrando que uma pequena quantidade desse extrato foi suficiente para
a inibicdo do desenvolvimento desses fungos, indicando seu potencial uso frente a
microrganismos de importancia médica e veterinaria (SILVA et al, 2021). Vale citar
também que em estudo realizado por Almeida e colaboradores (2019), o EP de E.
saligna, testado para se avaliar as caracteristicas sanitizantes do produto contra o
Aspergillus niger, fungo presente em racdes com armazenagem incorreta, demonstrou
uma resposta efetiva contra essa espécie de fungo.

Na érea veterinaria, de um modo geral, ha trabalhos indicando a eficiéncia do EP
em determinadas criagdes. Em granjas de aves, ha ensaios mostrando utilizagcdo do EP
em camas de frango para evitar a proliferacdo de alguns parasitas e at¢ mesmo de
bactérias patogénicas como a Salmonella spp. (SOLCAN et al., 2010). H4 também
estudos caracterizando o uso de EP em casos de mastites bovinas ocasionadas por
Staphylococcus aureus e demais Staphylococcus spp., sendo que o EP provoca um
maior halo de inibi¢do ao crescimento dessas bactérias, em ensaios de disco-difusdo em
agar, quando comparado com a Gentamicina, antibidtico de amplo espectro utilizado
tanto na veterinaria como na area de satde humana (JUNIOR, TERRILE, AGUIAR,
2010).

Dessa forma, alinhando as exigéncias da OMS para a diminuicao da utilizagao
de antimicrobianos e a iniciativa de se bioprospectar produtos naturais que possam
ajudar na estimulac¢do da imunidade, além do crescimento e ganho de peso do animal, o
extrato pirolenhoso mostra-se como potencial aditivo em dietas para animais de

produgao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o extrato pirolenhoso do eucalipto (Eucalyptus sp.) como um aditivo
para o crescimento e sobrevivéncia, através de parametros hematologicos, em peixes da
espécie O. niloticus (Tilapia do Nilo), submetidos ao desafio com Streptococcus

agalactiae.

3.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar os efeitos bacteriostatico e bactericida in vitro do extrato

pirolenhoso frente a Streptococcus agalactiae;

2. Avaliar indicadores zootécnicos em tildpias alimentadas com ragdo

contendo extrato pirolenhoso;

3. Avaliar o perfil hematologico de tildpias alimentadas com ra¢do contendo

extrato pirolenhoso;

4. Avaliar possiveis efeitos imunoestimulatorios e prote¢do ao desafio com
Streptococcus agalactiae em tilapias alimentadas com racdo contendo extrato

pirolenhoso.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Comité de Etica

O ensaio foi realizado seguindo os principios éticos na experimentacao animal e
autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA, FZEA-USP), protocolo
n°® 9321250521.

4.2. Peixes, condi¢cdes experimentais e manejo

Os procedimentos foram realizados na Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos- USP (FZEA - USP), Campus Fernando Costa, de acordo com a

metodologia proposta por Brum e colaboradores (2016) com algumas adaptacdes.

Foram utilizados 500 peixes da espécie O. niloticus. Foram divididos em trés
tratamentos com trés repeticdes. Em sua fase de alevino, foram distribuidos
randomicamente em 9 caixas de 310L e, apos o periodo de 40 dias de adaptagdo, os
animais foram divididos em 3 grupos de tratamento: controle 1, 2 e 3; tratamento EP
0,5% 1, 2 e 3; tratamento EP 1% 1, 2 e 3. Os animais juvenis foram separados em

aproximadamente 30 animais por caixa, totalizando 270 animais.

O sistema utilizado para a criacdo dos animais foi do tipo fechado, com a
utilizagdo de aquecedores de agua (Roxin"), garantindo a temperatura ideal para o
desenvolvimento dos animais, € bombas submersas (Grupo Sarlo, Sdo Caetano Do Sul,

Sao Paulo, Brasil) para oxigenagao das caixas.

Durante trintas dias, realizaram-se a limpeza das caixas com a utilizacdo de um
sifdo para retirada de residuos existentes e limpeza das bombas submersas. A cada dois
dias da semana, uma troca total e limpeza das paredes das caixas eram realizadas,
abastecendo as caixas com uma 4gua nova, utilizando tiossulfato de sédio (LabSynth®,
Diadema, Brasil), neutralizando-se o cloro para se evitar intoxica¢do dos animais na
agua, e sal sem iodo (Sal Boi Gordo®, Brasil) para a prevengdo de parasitoses. Os
animais foram alimentados ad libitum, por um periodo de 30 dias e divididos em trés

grupos: grupo controle, que recebeu ragdo comercial (controle sem extrato); grupo
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controle 1, que recebeu a racdo com concentragdo do extrato em 0,5% e o grupo

controle 2, que recebeu a racdo com concentracao de extrato em 1,0%.

4.3. Teste in vitro do Extrato Pirolenhoso: determinacio da Concentracio
Inibitéoria Minima (MIC) e da Concentra¢ao Bactericida Minima (MBC) para

Streptococcus agalactie

Na primeira parte do projeto, compreendendo os testes in vitro, foi utilizada a
amostra do extrato pirolenhoso (EP) de Eucalyptus globulus cedido pela empresa
AGTTEC. Dessa forma, foram realizados os testes de Concentracao Inibitéria Minima

(MIC) e Concentragdo Bactericida Minima (MBC).

Para este ensaio, foi utilizado o método de Alves e colaboradores (2008) com
adaptacdes. Um indculo da bactéria S. agalactie foi cultivada em 10 mL de caldo BHI
(HiMedia, Mumbai, India), de acordo com as recomendagdes do NCCLS (2003). Foram
preparadas as dilui¢des seriadas de base 2 do extrato pirolenhoso, assim como a dilui¢do
do controle positivo (Clorafenicol). Apods incubacdo do indculo, a suspensdo bacteriana
foi padronizada em 1 x 10® Unidade Formadoras de Colénia (UFC), sendo ajustada em
espectrofotometro DS-11 (DeNovix, EUA), ao comprimento de onda de 625nm, para
0,1 de absorbancia, correspondendo ao ponto 0,5 da escala MacFarland (0,5 Mac).
Ap0ds, aplicou-se a suspensdo bacteriana nos poc¢os da microplaca, compreendendo nos
pocos das 10 primeiras colunas um volume de SuL da suspensdo e 95uL de caldo BHI.
Em seguida, foram adicionadas as dilui¢cdes seriadas do extrato. No décimo primeiro
poco, foi adicionado o controle negativo, consistindo-se apenas pelo caldo, e no décimo
segundo pogo, o controle positivo. Homogeneizou-se a placa que, em seguida, foi
incubada a 37°C por 24 horas. Apos a incubagdo, utilizou o corante vital (I8377 —
Sigma) com concentragdo de 1mg/mL, com periodo de incubacdo de 3 horas. Em
paralelo, foi realizada a Concentracao Bactericida Minima (MBC), onde os pontos
iguais ou superiores a0 MIC foram testados em placas contendo agar BHI, por
espalhamento, num volume de in6culo de 100pL, com incubagdo a 37°C por 24 horas.

ApOs esse tempo, observou-se por possivel crescimento de coldnias nas placas.
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4.4. Preparo da ra¢io com o extrato pirolenhoso

A preparagdo da suplementacdo da dieta seguiu a metodologia proposta por
Dairiki e colaboradores (2013) com algumas alteragdes. A suplementagdo foi realizada
sobre ragdo comercial de crescimento normalmente utilizada na tilapicultura, sendo
oferecida sem o aditivo (BRUM et al., 2016). Para cada kilograma de ragdo, uma
solugcdo de 100 mL do extrato pirolenhoso foi incorporada a ragdo por aspersdo. Foram
utilizadas duas concentragdes do extrato: 0,5% e 1%. Na ragdo controle, somente foi
incorporado um volume de 100 mL 4gua deionizada. As ragdes contendo o aditivo e a
racdo controle foram colocadas para secagem, em temperatura ambiente (25°C) por 24
horas e, para armazenagem, foram acondicionados em sacos plasticos e armazenados a -
18°C. Durante a alimentagdo dos animais, a quantidade de 300 gramas foi adicionada
em potes divididos por caixas de tratamento. Antes e apoOs a alimentagao, os potes eram
pesados para recompor nova quantidade e armazenados a 4°C para sua posterior

utilizacao.

4.5. Parametros de crescimento

O método de avaliacdo para crescimento foi calculado seguindo a metodologia

proposta por Fu e colaboradores (1998), segundo as equagdes:

[Peso final (g) — Peso inicial (g)]

Taxa de crescimento = 100 X -
tempo (dias)

. . consumo alimentar (g)
Taxa de conversio alimentar =

[Peso final (g) — Peso inicial (g)]

4.6. Analises hematologicas e coleta de soro

Apo6s 30 dias da suplementacdo com o aditivo, foram realizadas coletas de
sangue dos animais para avaliagdo de parametros hematologicos. Os peixes foram

anestesiados utilizando-se imersdo em eugenol, seguindo o método descrito no Guia
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Brasileiro de Boas Praticas para Eutandsia em Animais (2013) e com a metodologia
descrita por Ranzani-Paiva e colaboradores (2013). O sangue foi coletado por pungao

caudal, com seringas de 1 mL contendo 1% de heparina sddica como anticoagulante.

Para o leucograma e trombograma, foram confeccionadas duas laminas por
peixe, contendo a identificagdo do espécime peixe e da caixa onde estava. Uma aliquota
de sangue de cada animal foi colocada na lamina e com outra lamina limpa, em uma
posicdo de 45°, fez-se o esfregaco. As laminas foram submetidas a secagem em
temperatura ambiente e, em seguida, procedeu-se a coloragdo. Foi utilizada a colorag¢ao
May-Griinwald-Giemsa-Wright, contendo metanol PA — 1 L — eosina azul de metileno
May- Griinwald, 0,53 g, e eosina azul de metileno Giemsa, 0,97g. Na coloracao, cobriu-
se a lamina com algumas gotas do corante, ¢ aguardou-se por 3 minutos. Apos esse
tempo, usando uma pisseta com agua deionizada, cobriu-se a lamina e aguardou-se por
10 minutos, em temperatura ambiente. Na sequéncia, descartou-se em recipiente o
corante utilizado e lavou-se a ldmina com agua corrente, procedendo, em seguida, a
secagem. Para a contagem diferencial dos leucécitos, foi feita a varredura em
microscopio optico (Eclipse, Ci, Nikon NI, Toquio, Japao) em formato de zigue-zague,
sendo usada a objetiva de imersdo (100X) e contados um total de 200 leucdcitos. Os
resultados foram expressos em porcentagem, sendo o total a soma das médias das
caixas, expressos em logaritmo de base 10. Para a contagem de trombocitos e
leucécitos, seguiu-se a metodologia descrita acima, contando um total de 2000

eritrocitos e fazendo a contagem de leucocitos e trombocitos totais.

Para a contagem eritrocitaria, utilizou-se a metodologia descrita por Ranzani-
Paiva et al. (2013). Utilizaram-se 10uL do sangue dos animais, adicionados em 2 mL de
solucao formol-citrato (3 mL de formaldeido comercial 37%, 2,9 g de citrato de sodio e
100 mL de agua destilada) em microtubos (Eppendorf”, Alemanha). Para a contagem,
homogeneizou-se a solu¢do e adicionou-se uma aliquota, aproximadamente 5 pL do
homogeneizado, nas por¢des superior e inferior da Camara de Neubauer, e colocou-se a
laminula. A camara foi colocada dentro de uma placa de Petri com algodao umedecido,
esperando as células se aderirem na cdmara. A contagem foi realizada em microscopio
optico (Eclipse, Ci, Nikon NI, Toquio, Japao), na objetiva de 100X. A contagem foi
feita nos cinco campos da camera, considerando a diagonal superior esquerda até a

diagonal inferior direita. Foram realizadas duas contagens, calculando-se a média de
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cada peixe contado. Feita a contagem, os resultados foram expressos como as médias

das caixas.

4.7. Atividade Fagocitaria

Para essa andlise, o método utilizado foi o proposto por Levy-Pereira et al.
(2020). Os animais foram anestesiados em solucdo com eugenol e submetidos a uma
incisdo ventral com auxilio de bisturi. As cavidades celdmicas dos peixes foram lavadas
com 600 pL de tampao HBSS contendo heparina 100 Ul, formando-se uma suspensao
celular. Esta foi colocada em microtubo pléstico de 1,5 mL (Eppendorf®, Alemanha) e
centrifugada a 250 x g por 5 minutos. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram colocadas em lamina de vidro, sobreposta por uma
laminula, sendo analisadas em microscopio Optico (Eclipse, Ci, Nikon NI, Téquio,
Japao). Para a atividade fagocitdria, foram gerados dois parametros: a capacidade
fagocitica (CF) que consiste no nimero de macréfagos fagocitando pelo nimero de
macréfagos observados x 100, e o indice fagocitico (IF), dado em porcentagem
determinada em relacdo ao niimero de leveduras que foram fagocitadas dividido pelos

macrofagos em atividade fagocitaria (Figura 9).

Figura 9: Capacidade fagocitica e contagem dos macréfagos apontados na seta.
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Fonte: Propria autoria, 2022.

4.8. Desafio com Streptococcus agalactiae

Apos 30 dias de suplementacdo, 10 peixes de cada grupo (controle, tratamento
EP 0,5% e EP 1%) foram separados em 9 aqudrios, totalizando 30 peixes por tratamento
(Figura 10). Para controle do teste, foram usados 7 grupos separados da mesma
condicdo dos grupos infectados, sendo usado o meio BHI como placebo. Estes peixes

foram desafiados com Streptococcus agalactie. Foi utilizada a cepa patogénica S.
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agalactie (1 10® cels/mL) isolada de intestino de tilapia do Nilo, gentilmente fornecida
pela Dra. Danielle de Carla Dias, Instituto de Pesca (IP) - Agéncia Paulista de
Tecnologias de Sao Paulo, APTA, Sao Paulo, Brasil.

Figura 10: Distribuicio de aquarios e infeccao dos animais.

Fonte: Propria autoria, 2022.

O ensaio foi realizado segundo a metodologia desenvolvida por Brum e
colaboradores (2016) com alteragdes. O indculo bacteriano, em caldo BHI, foi
introduzido nos animais por injegdo peritoneal, na dose de 1 x 10® UFCs mL™" por
grama de peixe. Aplicaram-se 3 pL da solucdo bacteriana na regido peritoneal de cada
peixe. Posteriormente a infec¢do, os animais foram observados a cada 3 horas por um
periodo de 14 dias, no qual foram registrados os sinais clinicos e a mortalidade. Os
peixes mortos foram retirados imediatamente dos aquarios e descartados no lixo

bioldgico.

4.9. Analise dos resultados

Os dados amostrais foram submetidos a analise de variancia, tendo-se usado
delineamento totalmente casualizado com 3 repeti¢cdes. Apds, as médias dos tratamentos
foram comparadas utilizando-se o teste de significdncia a 5%. A estatistica analisada foi

realizada no software R. versdo 3.4.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste in vitro — MIC e MBC

Para confirmag@o quanto ao possivel efeito inibitdrio, foi realizado o MIC, com
a metodologia descrita no item 3.1. Os testes foram realizados em cinco repetigoes,
corando-se a placa para melhor resolucao dos resultados (Figura 11). Na figura 11, nos
primeiros pocos, foram aplicados os extratos puros, verificando-se a inibi¢do bacteriana.
Do segundo pogo até o décimo, foram realizadas as diluigdes, sendo a concentragdo
inicial de 50 v/v e a final de 0,1 v/v. No décimo primeiro e décimo segundo pogos
foram realizados os controles negativo (somente bactéria) e positivo, com antibidtico
clorafenicol a 2,5 v/v. O extrato liquido exibiu inibi¢do de S. agalactiae, assim como
nas concentragdes de 6,25 v/v, demonstrando o potencial inibidor do EP frente ao S.
agalactiae. Apds esses resultados, avaliou-se a Concentracdo Bactericida Minima
(MBC). Os resultados demonstraram atividade bactericida utilizando a concentracdo de

25 v/v, indicando o potencial de uso do EP como um possivel aditivo em ragoes (Figura
12).

A aplicagdo de produtos naturais tem ganhado cada vez mais relevancia tanto
em investigagdes basicas como nas areas mais aplicadas, incluindo a produ¢do animal.
Dessa forma, a caracterizagdo de novos compostos visando o aumento de produtividade
torna-se importante principalmente na aquicultura, uma vez que 0s organismos
aquaticos, principalmente peixes de producdo, t€m sido submetidos a manejos com
antibidticos em dosagens ou periodos de aplicagdo muitas vezes inadequados, gerando
condi¢des propicias para a selecdo de cepas bacterianas patogénicas multirresistentes e,

consequentemente, mortalidade e perda econdmica para o produtor (CABELLO, 2006).

Muitos extratos vegetais tém tido efeitos positivos sobre alguns parametros
zootécnicos, assim como na modulacdo da resposta imune, tornando-se alternativas

vidveis ao uso indiscriminado de antibioticos nos plantéis.
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Figura 11: Concentracio Inibitéoria Minima (MIC) de S. agalactiae com a utilizacio de EP.

Legenda: No 1° pogo, foi aplicado o extrato puro, sem dilui¢do. Do 2° ao 10° poco, foram aplicadas as diluigdes dos
extratos, sendo: no 2° poco, concentragdo de 50png/ pl , no 3° pogo 25ug/ pl, até parar no 10° pogo, com 0,1pg/ pl de
concentra¢do. C- é o controle negativo, no qual tem a bactéria S.agalactiae, e em C+, uso do antibidtico Clorafenicol
para inibig¢@o da bactéria. Observa-se que, a partir de uma concentracdo de 3,1ng/ pl para o extrato, ocorre inibi¢éo do

crescimento bacteriano. Fonte: Propria autoria, 2022.

Figura 12: Concentracio Bactericida Minima (MBC) de S. agalactiae com a utilizacao de EP.

Legenda: Na primeira placa de Petri, apresenta a concentracdo de 50 v/v, que ndo contém crescimento na placa.
Observa-se crescimento bacteriano no ponto 3.1 v/v, demonstrando o potencial bactericida do EP. Fonte: Propria
autoria, 2022.

Nesse sentido, o extrato pirolenhoso gera grande interesse para utilizacdo como
aditivo em ra¢des comerciais ndo somente de tilapias, mas também de outras espécies
comerciais. Contudo, ndo ha estudos demonstrando a eficiéncia deste extrato sobre a

bactéria S. agalactiae e se ha efeito positivo sobre a producao de tilapias, necessitando-
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se de estudos inovadores para se verificar o potencial do extrato pirolenhoso como

agente antimicrobiano e possivel aditivo na dieta de tilapias.

Em uma primeira avaliagdo, a fim de se averiguar esses potenciais efeitos, os
resultados in vitro indicaram resposta eficiente, tanto bacteriostatica como bactericida
produzida pelo extrato contra cepa S. agalactiae isolada de peixes, mostrando que o
extrato puro ja apresentava uma resposta antibacteriana, necessitando-se saber a partir

de qual dilui¢do ocorreriam a inibi¢do e morte bacterianas.

Dessa forma, os resultados apresentam uma resposta eficiente contra uma das
principais bactérias de criagdo de tilapia do Nilo, apresentando o mesmo efeito quando
comparado ao trabalho de Rezende (2018) que, utilizando diferentes Oleos volateis,
como de tomilho, capim limdo, entre outros, verificou uma resposta efetiva desses
compostos contra bactérias de pisciculturas, como Aeromonas hydrophilia e S.
agalactiae. Assim, verificado o potencial, aplicou os diferentes compostos em ragao
comercial a fim de se obter uma melhora no crescimento, na imunidade e sobrevivéncia

do plantel.
5.2. Parametros de crescimento e ganho de peso

A tabela 1 mostra os resultados obtidos para os pardmetros de crescimento
comparando-se as médias das caixas utilizadas durante a pesquisa. Quando analisados
os resultados, ndo houve diferenca significativa entre os grupos e tratamentos EP 0,5% e
EP 1%, respectivamente (P-Valor < 0,05), significando que o crescimento apresentou

uma similaridade tanto para o grupo controle quanto para os grupos de tratamento.

Analisando-se as médias, em termos absolutos, apesar de o grupo controle
apresentar um maior comprimento nos tamanhos, observa-se que a taxa de crescimento
do EP 1% apresentou uma maior média, enquanto o grupo controle e o grupo EP 0,5%

tiveram a mesma média de crescimento.

Tabela 1: Crescimento dos animais apds 30 dias de alimentacao.

Tratamento Cl (cm) CF (cm) Crescimento (cm)
Controle 95+04 13.2+0.3 3.7+0.5
0,5% 8.6x0.1 12.3+0.1 3.7£0.1
1% 83x0.1 12.4+0.1 41+0.1
P-Valor 0,178 0,265 0,866

Legenda: CI: Comprimento inicial; CF: Comprimento final; cm: centimetros, e crescimento das
caixas analisadas, apos 30 dias de alimentacdo. Resultados foram expressos com média = desvio
padrdo. Fonte: Propria autoria, 2022.
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O crescimento dos animais apresentou resultados similares comparados aos de
Tachibana e colaboradores (2020) que, apos a aplicagdo de probidticos de 0,02% a
0,08%, nao verificaram interferéncia na taxa de crescimento quando os dados foram
comparados aos do grupo controle. Vale destacar também que algumas ragdes
comerciais ndo apresentam uma melhora no crescimento, podendo ser necessario
suplementar com aditivos comerciais que promovem essa melhora com um menor
tempo de producao (KORD et al., 2021). Em um viés de compara¢do, o EP também
ajudou no crescimento dos animais mesmo com uma concentragcdo menor, indicando
um possivel auxilio no desenvolvimento dos animais, como visto também em Silva e
colaboradores (2018) que, ao utilizarem proteina crua, também verificaram um maior

aumento de crescimento dos animais, sugerindo sua utilizagdo em ra¢des comerciais.

A tabela 2 apresenta os parametros de Peso Médio Inicial e Final (PMI e PMF),
respectivamente, o Ganho de Peso (GP), Ganho de Peso Médio (GPM) e Ganho de Peso
Médio Didrio (GPMD) e a Conversdao Alimentar (CA). Destaca-se que apos a
aclimatacdo dos animais, os grupos EP 0,5% e EP 1% ndo apresentaram recusa do
alimento, alimentando-se duas vezes por dia. Apos os 30 dias, os resultados nao
apresentaram nenhuma diferenga significativa para os pardmetros analisados (P-Valor

<0,05) entre o grupo controle e os tratamentos.

Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os dados, observa-se que o
grupo controle apresentou um leve aumento no GP, GPM e GPMD quando comparado
aos tratamentos, enquanto os tratamentos EP 0,5% e EP 1% apresentaram valores
similares nesses parametros, indicando que mesmo com o aumento da concentracdo nao

hé interferéncia no ganho de peso dos animais.

Tabela 2: Comparacdes de peso e conversao alimentar, tendo os pesos médios, ganho de peso e
conversio alimentar dos animais apés 30 dias de alimentacio.

Tratamento PMI (g) PMF(g) GP (g) GPM (g) CA GPMD (g)

Controle 13.7+1.1 48.2+3.7 1036.6+799 345+26 0.88+0.01 1.33%0.1

0,5% 12.7+0.5 41.8+09 874+13.1 29.1+0.4 0.99+0.02 1.12%0.01
1% 11.6+0.3 40.8+1.2 875.6+36.2 29.2+1.2 1.15+0.09 1.12+0.04
P-Valor 0,463 0,353 0,312 0,312 0,181 0,3

Legenda: PMI: Peso Médio Inicial, PMF: Peso Médio Final, GP: Ganho de Peso, GPM: Ganho de Peso Médio, CA:
Conversdo Alimentar; GPMD: Ganho de Peso Médio Diario. Fonte: Propria autoria, 2022.

Sobre a utilizacdo do EP para ganho de peso em ra¢des comerciais, ndo ha

estudos anteriores que demonstram essa relagdo de EP com a melhora do peso do
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animal. Ainda assim, ha estudos que mostram aumento no peso dos animais quando
alimentados com alguns extratos. Como exemplo, Sivaram e colaboradores (2004)
mostraram que houve um aumento na taxa especifica de comprimento apds a utilizagao
de extrato metandlico de manjericao sagrado (Ocimum sanctum) em doze dias de

alimentacao para garoupas (Epinephelus tauvina).

Ha também estudos indicando que animais, mesmo recebendo um aditivo, nao
apresentam uma melhora no seu peso, como visto no trabalho de Brum e colaboradores
(2016), no qual aplicando-se diferentes concentragdes de extrato de gergilim e extrato
de manjericdo, somente o grupo que recebeu 0,5% de manjericdo apresentou um
resultado melhor de crescimento quando comparado aos outros grupos, sendo que os
outros grupos nao tiveram diferengas significativas, apontando igual valor de

crescimento quando comparado ao grupo controle.

Esses fatores podem estar relacionados com diferentes aspectos que estdo
presentes nos animais, como a area de absorcdo intestinal, a digestibilidade dos
nutrientes, entre outros (YUKGEHNAISH et al, 2020). Mesmo alguns
imunoestimulantes sendo utilizados comercialmente, alguns estudos mostram que esses
nao diferem de ragdes comerciais quando relacionados ao ganho de peso do animal,
tendo KORD e colaboradores (2021) demonstrando que a taxa de conversdao alimentar
de peixes, parametro utilizado para medir a eficiéncia do aproveitamento da racdo
oferecida aos animais, foi menor quando aplicado o Sanolife PRO-F, mesmo este

apresentando uma melhora no ganho de comprimento dos animais.

Os resultados demonstram que a utilizagdo do EP na racdo comercial nao
apresentou uma diferenca com o ganho de peso e de crescimento, apontando também
uma taxa de crescimento e conversdo alimentar proximas ao grupo controle. Assim,
foram realizados os ensaios hematologicos para avaliar os indices hematopoiéticos dos

animais.

5.3. Contagem Total: eritrdcitos, leucocitos e trombdcitos

O grafico 1 apresenta os dados de contagem total, sendo divididos em
eritrocitos, trombocitos, leucdcitos, respectivamente. Nos dados relacionados com a
contagem eritrocitaria, houve diferenga significativa quando comparadas as médias

entre grupo controle e tratamento EP 1% (P-Valor < 0,05).
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Com relacao aos trombdcitos, ndo houve diferenga significativa, tendo o grupo
controle e o grupo EP 0,5% contagens similares, enquanto o grupo EP 1% apresentou
uma reducdo. Também ndo houve diferenca significativa na contagem leucocitaria,

demonstrando uma média similar entre os trés grupos analisados.

Como ndo ha um padrdo, em termos de quantidade, estabelecido na literatura
sobre essas séries de contagens diferencial e total, utiliza-se o grupo controle como

referencial padrao (NAKANDAKARE, 2013).

De um modo geral, os eritrocitos sdo as células mais abundantes dos animais,
tendo como principal funcdo carrear o oxigénio (O2) para os tecidos e 6rgdos, além de
retirar gas carbdnico (CO.), evitando o acimulo deste dentro do organismo, tornando-o

toxico para as células (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Assim, o grupo controle apresentou maior presenga dessas células quando
comparado com os tratamentos. Os eritrocitos sdo um dos fatores indicativos para uma
boa satide dos animais; porém, fatores como manejo e estado nutricional, por exemplo,
podem interferir nessa contagem (TAVARES-DIAS & MORAES, 2004), além de que o
perfil hematologico de algumas espécies esta ligado a particularidades fisiologicas e
possiveis fatores ambientais (NEGRETE et al., 2009). Mais além, Rezende (2018)
mostrou que ap6s aplicacdo dos extratos nas ragdes e coleta do sangue, os animais ndo

tiveram alteragdes quando comparados aos grupos controle e antibiotico.
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Grifico 1: Contagem total de hemadcias: eritrocitos, trombdcitos e leucdcitos.
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Legenda: em A, contagem dos Eritrécitos, em B contagem dos Trombocitos, em C contagem dos Leucocitos, sendo
os resultados expressos pelas médias das caixas. Fonte: Propria autoria, 2022.

Com relagdo aos trombocitos e leucocitos, ambas sdo células que estdo
relacionados com mecanismos de coagulacdo sanguinea e com a resposta imune do
peixe, respectivamente. Os trombocitos auxiliam na defesa orgéanica, na fagocitose e
migragdo para o foco inflamatério, enquanto os leucdcitos estdo associados a resposta
imune inata, perfazendo uma primeira linha de defesa dos animais (TAVARES-DIAS et

al., 2007; RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Como ndo ocorreu uma queda acentuada tanto na contagem dos trombodcitos
como na contagem leucocitaria, os resultados mostram que a adicdo de EP manteve os
niveis basais quando comparados ao grupo controle, divergindo do trabalho de BRUM e
colaboradores (2016) onde uma queda nos parametros hematoldgicos com o grupo 1,5%
do oleo de gengibre foi relatada. Corroborando com os resultados apresentados,
REZENDE (2018) nao verificaram alteragdes dos niveis basais dos leucdcitos nos
grupos tratados com os Oleos volateis quando comparados ao grupo controle. Ha
também estudos que apresentam uma melhora desses parametros hematoldgicos,

quando a racdo ¢ suplementada com aditivo, seja um imunoestimulante, seja um
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probiodtico, ambos apresentam uma boa capacidade de melhorar esses parametros e

melhorar a resposta imune (KORD et al., 2021).

5.4. Contagem diferencial das células sanguineas

No grafico 2, os resultados apresentados sdo da contagem diferencial dos
leucécitos, sendo estes divididos em: linfocitos, neutrofilos, mondcitos e eosinofilos. A
contagem linfocitaria mostrou uma maior média na contagem do grupo controle quando
comparado ao grupo EP 1%, que se diferiram de maneira estatisticamente significante
(P-Valor < 0,05), enquanto o grupo EP 0,5% nao diferiu estatisticamente do grupo
controle ¢ do grupo EP 1%. Comparando as médias dos neutréfilos, contudo, houve
uma queda acentuada na contagem do grupo controle em comparagdo aos grupos EP
0,5% e EP 1% que apresentaram uma maior contagem, diferindo-se estatisticamente do

grupo controle.

Nas contagens de mondcitos e eosindfilos, ndo houve diferencas significativa
entre os trés grupos, sendo que na contagem dos monocitos, EP 0,5% e EP 1%
apresentaram maiores contagens, enquanto que o eosindfilo apresentou uma mesma

média para todos os grupos, ndo havendo diferenca significativa entre eles.
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Grafico 2: Contagem diferencial leucocitaria de Linfocitos, Neutrofilos, Mondcitos e Eosinofilos.
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Legenda: Em A, contagem dos Linfdcitos, em B, contagem dos Neutréfilos, em C, contagem dos mondcitos e em D,
contagem dos Eosindfilos. Os resultados foram expressos pelas médias das caixas com =+ erro padrdo. Fonte: Propria
autoria, 2022.

Estas células sdo essenciais para as respostas imunes celulares, atuando em
processos inflamatorios, entrada de patdgenos no organismo, concorrendo para a

interacdo entre as respostas e adaptativa de maneira mais eficiente (BAVIA et al.,
2022).

Os linfécitos e os mondcitos sdo células agranuldcitas, sendo que os linfocitos
estdo presentes em maior quantidade e apresentam trés tipos funcionas: linfocitos B,
linfécitos T e os natural killers (NK ou citotoxicos). J& os mondcitos sao conhecidos
como os precursores dos macrofagos, sendo que essas células podem ficar presentes por

um longo tempo no organismo. Os neutréfilos e os eosinodfilos sdo granuldcitos por
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apresentarem granulos em sua morfologia, sendo os neutrofilos as células leucocitarias
mais abundantes no organismo, tendo uma vida média na circulacdo sanguinea muito
curta. Sua principal funcdo ¢ a fagocitose e degradacdo de bactérias. No caso dos
eosinodfilos, sdo células grandes e faceis de identificar em um esfregago sanguineo, e
tem como fung¢do atuar, principalmente, contra parasitas, contendo granulos citotoxicos

em sua estrutura (TESLER, YOUNG & BALDWIN, 2008).

No presente estudo, o grupo controle apresentou uma elevada contagem de
linfocitos quando comparado aos tratamentos, que apresentarem redugdo na quantidade
dessas células. Este resultado ¢ similar aos apresentados por BARROSO e
colaboradores (2014) que observaram redu¢do do nimero dessas células em grupos de
Solea senegalensis alimentados com ra¢do mais probidtico, em comparacdo ao grupo
controle. Também no trabalho de BRUM et al. (2016), os peixes da espécie O. niloticus
apresentaram queda na contagem nessas células quando utilizados os 6leos de gengibre

(MAZEAUD et al., 1977; RINJBERK & MOL, 1997; REZENDE, 2018).

Com relacdo aos neutrofilos e aos monocitos, os grupos com tratamento
apresentaram maiores contagens comparados ao grupo controle. Esses resultados sdo
similares aos obtidos por TACHIBANA e colaboradores (2020), ao utilizarem
concentracdes diferentes de probidticos na alimentacdo de peixes, promovendo um
aumento nas contagens dessas células. Também ha estudos indicando que o uso de
6leos essenciais ndo altera negativamente esses parametros, como no trabalho realizado
por SHOURBELA e colaboradores (2021), onde o o6leo essencial de orégano,
adicionado na alimentacdo, nao apresentou provocou redugdo nas contagens de células

associadas a imunidade.

Os eosinofilos ndo apresentaram diferenca em nenhum dos grupos, sendo um
dos principais motivos provavelmente a auséncia de parasitas (NAKANDAKARE et al.,

2013), similarmente a outros estudos que corroboram esses resultados.

5.5. Capacidade Fagocitica e indice Fagocitico

No grafico 3, sdo mostrados os resultados obtidos da Capacidade Fagocitica
(CP) e do Indice Fagocitico (IF), respectivamente. Apods 30 dias da suplementagio,

houve diferenca significativa na capacidade fagocitica entre o grupo tratamento EP 1%
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quando comparado com os grupos controle e grupo tratamento EP 0,5% (P=0,00022),
demonstrando uma maior presenca de macrofagos apos a suplementagdo da ragdo com
1% do extrato e, consequentemente, uma melhora no efeito imunocompetente dos
animais com essa suplementagdo. Comparando os grupos controle e tratamento EP
0,5%, o grupo de tratamento EP 0,5% apresentou um leve aumento quanto comparado

ao grupo controle; contudo, sdo similares em termos de comparacao estatistica.

Com relagdo ao IF, foi observado que o EP 0,5% apresentou um maior indice de
macrofagos fagocitando as leveduras, diferindo estatisticamente dos grupos controle e

EP 1%, os quais apresentaram indices de fagocitose similares.

Grafico 3: Capacidade fagocitica (CP) e Indice fagocitico (IF) de O. niloticus.
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Na esquerda: Capacidade Fagocitica com grupamento controle (sem EP), tratamento com EP 0,5% e EP 1%. No
grafico a direita: Indice Fagocitico, com grupamento controle (sem EP), tratamento com EP 0,5% e EP 1%. Fonte:
Prépria autoria, 2022.

Esses dados demonstram uma melhora na resposta imunoldgica do organismo
quando suplementados com EP 0,5 ou EP 1%. Diversos estudos tém comprovado uma
melhora da imunidade quando aplicados diferentes tipos de aditivos como probidticos,
Oleos essenciais, entre outros. Em estudo feito por Pirarat e colaboradores (2006),
mostraram um aumento da CP e IF de O. niloticus ap6s duas semanas de alimentacao

com probidtico.

Os resultados apresentados também corroboram com o trabalho realizado por

NAKANDAKARE e colaboradores (2013), quando verificaram um CF maior apos a
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adicao de probidtico em comparagdo ao grupo controle, sugerindo uma melhora da

resposta imune.

O IF considera a quantidade de leveduras encontradas dentro dos macrofagos
apos terem sido fagocitados por estes (NAKANDAKARE et al., 2013), sendo a
fagocitose uma primeira linha de resposta imunologica frente aos patdgenos
(HAUGLAND et al., 2012; HAN et al., 2021). O grupo EP 0,5% apresentou uma maior
quantidade dessas leveduras dentro dos macrofagos, em comparagdo aos animais
alimentados com EP 1%, cujos macrofagos fagocitaram menos. Este resultado
demonstra que, apesar do EP apresentar um potencial imunoestimulante, este pode
comegar a causar efeitos de exaustdo defensivos nas células, como apresentado em
trabalho de Brum e colaboradores (2016) no qual o indice fagocitico apresentou uma
queda depois de estender o uso de ragdo suplementada com gengibre 1,5% por 55 dias,
apesar do gengibre apresentar excelentes propriedades imunoestimulatorias (DUGENCI

et al., 2003).

5.6. Desafio frente S. agalactiae

Na tabela 3, estdo indicados os resultados das médias dos aquérios sobre a
mortalidade dos animais e a porcentagem relativa de sobrevivéncia (PRS), utilizando o
método por AMEND (1981), expressos em porcentagem, sendo utilizados 10 animais
por aquario em 3 repetigdes, totalizando 30 animais. Os resultados ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos controle e tratamentos (P=<0,05). O gréfico 4,
correlaciona o numero da soma dos peixes mortos por dia da infec¢do por grupo de
tratamento. Apds o primeiro dia da infec¢do, nenhum dos grupos recebeu alimentacao.
A confirmacdo da infec¢dao foi feita através da observagdao dos sinais clinicos dos
animais infectados, estando presentes a exoftalmia, natacdo erratica e ascite (CHEN et

al., 2012; LEIRA et al., 2016).
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Tabela 3: Mortalidade e PRS de tilapia do Nilo (O. niloticus) dez dias ap6s o desafio com S.
agalactiae.

Tratamento Mortalidade (%) (PRS %)
Controle 90 10
EP 0,5% 90 10
EP 1% 83 17

Legenda: Mortalidade dos animais expressos em porcentagem; PRS: Porcentagem Relativa de
Sobrevivéncia.

Fonte: Propria autoria, 2022.

Houve uma rapida infeccdo e aumento no nivel de mortalidade dos animais
logo no primeiro dia do desafio, demonstrando a progressdo da doenga que foi descrita
por FIGUEIREDO e colaboradores (2006). Nos dias posteriores, as mortalidades
acabaram diminuindo, demonstrando uma taxa de sobrevivéncia em torno de 10% entre
os grupos controle e tratamento 0,5%, enquanto o grupo tratamento 1% apresentou

sobrevida um pouco maior quando comparado aos outros dois grupos.

Grafico 4: Mortalidade dos peixes catorze dias apos o desafio com S. agalactiae.
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Legenda: Mortalidade dos peixes ap6s 14 dias do desafio. Em laranja, grupo controle, em cinza Grupo
Tratamento EP 0,5% e em amarelo, grupo Tratamento EP 1%.

Fonte: Propria autoria, 2022.

Uma das hipoteses para explicar essa alta mortalidade pode estar relacionada
com o tamanho e peso dos peixes, porque estes animais estavam em sua fase juvenil,

sendo essa fase e a larval as que mais apresentam vulnerabilidade a infecgdes e maior
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probabilidade de adquirirem doengas (TAKESHITA et al., 2019), superando eventuais
efeitos imunoestimulatorios das concentragcdes de EP utilizadas. Os peixes utilizados
durante o experimento apresentaram uma pesagem abaixo dos 50 gramas. Este pode ter
sido um fator que influenciou essas porcentagens de mortalidade (MIAN et al., 2009).

Outro fator que pode estar associado seria a temperatura, uma vez que O
patégeno ocasiona mortalidade em temperaturas acima dos 27°C; muito embora,
durante o desafio, a temperatura foi mensurada e controlada por termostato para nao
ocorrer variagdes que eventualmente colaborariam para a ocorréncia da doenga
(MARCUSSO et al., 2015).

Com relagdo ao EP, ainda nao ha estudos demonstrando sua utilizagdo em
racdes comerciais; por esse motivo, as concentracoes foram definidas em trabalhos
utilizando essas taxas de 0,5% e 1%. Ha trabalhos utilizando o6leos volateis que
demonstram maior mortalidade em grupos de 0,5% do que em grupos de 1%. Por
exemplo, em trabalho de VAZIRZADEH, JALALI e FARHADI (2019), ao utilizarem
extrato de Oliveria decumbens em comparagdo com aguas aromaticas da mesma, a fim
de avaliarem qual apresentacdo apresentava maior efeito imunoestimulatorio, verificou-
se que 1% do extrato apresentou um aumento melhor na imunidade e consequente

redu¢do da mortalidade dos animais.
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6. CONCLUSOES

Os ensaios in vitro realizados revelaram efeito antimicrobiano do extrato
pirolenhoso frente a S. agalactiae. O MIC realizado indicou inibi¢ao bacteriana em
baixas concentracdes de 1,25 v/v, enquanto o MBC apresentou efeito bactericida em

menos de 50 v/v.

Os parametros de ganho de peso e tamanho médio ndo apresentaram diferenca

significativa entre a racdo comercial e os tratamentos EP 0,5% e EP 1%.

Na contagem total das células sanguineas, o grupo controle apresentou uma
maior quantidade de eritrdcitos e trombdcitos com relacdo aos grupos submetidos aos

tratamentos, porém ndo houve diferenca significativa na contagem leucocitaria.

Nas contagens diferenciais, o grupo controle apresentou uma maior quantidade
de linfécitos, mas os tratamentos apresentaram maior contagem de mondcitos e
neutroéfilos, promovendo maior capacidade fagocitica, tendo o grupo EP 0,5% um maior
indice fagocitario, estatisticamente significante, indicando uma otimizacao da resposta

imune dos animais.

Contudo, quando realizado o desafio, houve uma alta taxa de mortalidade em

todos os grupos.

Nesse contexto, o presente estudo contribui para um melhor entendimento dos
efeitos do extrato pirolenhoso como um aditivo de ragdo para peixes e abre perspectivas
para novas investigagdes na prospec¢ao de antimicrobianos naturais que possam ser

utilizados com seguranga e eficiéncia na piscicultura.
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