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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar novas estratégias sanitarias, por
meio do uso de um biopromotor por diferentes vias de aplicacéo (oral,
imersdo e intraperitoneal) e um hepatoprotetor adicionado na ragdo, em
tilapias-do-nilo Oreochromis niloticus, comparados com um grupo
controle basal e um controle vacinado, para verificar a possibilidade de
melhorias no quadro sanitario da espécie e aumento da resisténcia frente
ao patdgeno Streptococcus agalactiae sorotipo Ib. Foram utilizados 360
juvenis de tilapias-do-nilo com aproximadamente 45 dias de vida e peso
médio de 0,72+0,04 g, mantidos em um sistema de recirculacdo de &gua
durante 62 dias. Neste periodo, foram fracionadas diferentes doses do
biopromotor em diferentes vias de aplicagbes. Na via oral, foram
adicionados 100 pL e 200 pL do biopromotor para cada grama de ra¢do
ofertada; para o banho de imerséao foram utilizados 500 mL e 1000 mL do
biopromotor diluidos em 4,5 L e 4,0 L respectivamente; para injecéo
intraperitoneal, 200 L por peixe. Para esse grupo de animais um controle
positivo foi estabelecido, o qual foi vacinado com uma vacina comercial
contra estreptococose. Na alimentacdo, 0,1% do hepatoprotetor Di-
Heptarine S® foi incorporado a ragéo e ofertada durante todo o periodo.
Outro grupo controle foi estabelecido e recebeu somente de ragéo
comercial. Todos os peixes foram alimentados com a ragdo comercial
Nicoluzzi® (40% PB) especifica para tilapias. No 54° dia foram coletadas
amostras para analises hematoldgicas, imunolégicas, histolégicas e
enzimaticas; e no dia 55 os peixes foram desafiados com S. agalactiae e
verificada a eficacia do biopromotor e do hepatoprotetor. Amostras para
analises hematoldgicas, imunoldgicas e histolégicas também foram
coletadas neste periodo do desafio para verificar possiveis alteracfes
fisiolégicas nos peixes. Ao final do experimento foi constatado que 0s
dois produtos proporcionaram alteracfes no perfil hematoldgico,
histoldgico, imunolégico e enzimético dos animais, desenvolvendo certa
resisténcia contra o patdgeno bacteriano, visto que ao final do desafio
experimental somente 0s peixes do grupo controle alcangaram taxa de
100% de mortalidade.

Palavras-chave: Aquicultura, piscicultura, sanidade, heparo protecéo,
biopromotores.






ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate new health strategies by using
a biopromoter with different application routes (oral, immersion and
intraperitoneal) and a hepatoprotector added to the diet in Nile tilapia
Oreochromis niloticus, compared to a control group basal and a
vaccinated control, to verify the possibility of improvements in the
sanitary framework of the species and increase of resistance to the
pathogen Streptococcus agalactiae serotype Ib. 360 juveniles of Nile
tilapia with approximately 45 days of life and average weight of
0.72+0.04 g were used, kept in a water recirculation system for 62 days.
In this period, different doses of the biopromoter were fractionated in
different routes of application. In the oral route, 100 uL and 200 uL of the
biopromoter were added to each gram of feed offered; for the immersion
bath were used 500 mL and 1000 mL of the biopromoter diluted in 4.5 L
and 4 L respectively; for intraperitoneal injection, 200 pL per fish. For
this group of animals, a positive control was established, which was
vaccinated with a commercial vaccine against streptococcosis. In feed,
0.1% of Di-Heptarine S® hepatoprotector was incorporated into the diet
and offered throughout the period. Another control group was established
and received only commercial ration. All fish were fed commercial
tilapia-specific Nicoluzzi® (40% CP) commercial feed. On day 54
samples were collected for hematological, immunological, histological
and enzymatic analyzes; and at day 55 the fish were challenged with S.
agalactiae and the efficacy of the biopromoter and hepatoprotector were
checked. Samples for hematological, immunological and histological
analyzes were also collected during this period of the challenge to verify
possible physiological changes in the fish. At the end of the experiment it
was observed that the two products provided changes in the
hematological, histological, immunological and enzymatic profiles of the
animals, developing some resistance against the bacterial pathogen, since
at the end of the experimental challenge only the fish of the control group
reached a rate of 100% mortality.

Key words: Aquaculture, pisciculture, sanity, hepato protection,
biopromoters.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1. REFERENCIAL TEORICO
1.1.1  Aquicultura uma visédo geral

O crescimento da producdo aquicola mundial de organismos
aquaticos nos primeiros 16 anos no novo milénio diminuiu gradualmente
e a taxa de crescimento anual média entre 2001 até 2016 foi cerca de
5,8%, 0 que é significativamente menor do que a taxa de crescimento
observada nas décadas de 1980 (10,8%) e 1990 (9,5%). Entretanto, a
aquicultura mundial apresenta crescimento constante e no ano de 2016 as
estatisticas de aquicultura da FAO registraram uma producdo global de
110,2 milhdes de toneladas em peso vivo, com um valor total estimado
243,5 hilhGes de dolares (FAO, 2018).

Existe uma variedade muito grande de espécies de animais
aquaticos cultivados em todo o mundo, cerca de 598 espécies. No entanto
a piscicultura é o ramo de atividade mais importante da aquicultura em
termos de volume em todos os continentes. Em 2016 a atividade
contribuiu com cerca de 61,7% da producao total de animais aquaticos. A
aquicultura contribui cada vez mais para o abastecimento mundial de
peixes e dentro deste cenario destaca-se a tilapia-do-nilo Oreochromis
niloticus, que esta entre os animais aquaticos mais cultivados no mundo.
Estima-se que o cultivo da espécie esteja presente em 135 paises, com
producdo anual de 4,2 milhdes de toneladas (FAO, 2018).

No Brasil a aquicultura é uma atividade em constante
crescimento, com destaque para a piscicultura continental, que é
predominante e responsavel por cerca de 70% de toda producéo aquicola.
Estima-se que a producdo continental brasileira de peixes dulcicolas
esteja proxima de 490 mil toneladas com destaque para as regides Norte
(6,2%), Sudeste (12,7%) e Sul (13,1%), que apresentaram aumento em
suas producdes em 2015. No sul do Brasil destacam-se os estados do
Parana e Santa Catarina por sua produtividade (IBGE, 2015). No ano de
2014 o estado de Santa Catarina produziu cerca de 40 mil toneladas de
peixes, dos quais 67,37% foram variedades da tilapia, 25,06% de carpas,
1,87% de jundias, 1,87% de trutas e 3,82% de outras espécies (EPAGRI,
2016).

Visando maior produtividade muitos produtores optam por
intensificar a producdo, utilizando densidades elevadas, muitas vezes
acima da capacidade suporte de seus sistemas. O aumento na
produtividade aquicola implica diretamente na necessidade de maior
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estocagem de animais por metro cubico de agua nos sistemas de
producdo, intensificando também a oferta de alimento. Falhas no manejo
alimentar, combinadas com o uso de ragdes inadequadas e de baixa
qualidade nutricional, ocasionam alteracdes na qualidade da dgua, a perda
da sanidade nas criagBes e o surgimento de doencas é inevitavel
(MORAES; MARTINS, 2004; SUBASINGHE, 2005; WU et al., 2013;
KAYANSAMRUAJ et al., 2014). Embora as enfermidades sejam
acontecimentos naturais em todos os grupos de animais, a intensificacdo
das criagdes trouxe um aumento importante no surgimento, disperséo e
surto de doencas infecciosas, que as colocaram como um dos principais
pontos criticos na industria (ZAGMUTT et al., 2013).

1.1.2  Anutricdo e o sistema imune dos peixes

A nutricdo é um fator complexo que se inter-relaciona com o
sistema imunoldgico, portanto, diretamente com a salde dos peixes.
Atualmente, na piscicultura moderna, ja se sabe que é possivel manter ou
melhorar a salde dos peixes por meio da oferta alimentos formulados de
maneira mais nutritiva e adequada a cada espécie. Ao longo dos Gltimos
trinta anos, indicativos cientificos mostram que os nutrientes alimentares,
bem como os aditivos, poderiam estimular o sistema imunoldgico dos
peixes (KIRON, 2012).

A percepcao de como nutrigdo esta diretamente ligada ao sistema
imunoldgico é fundamental para evitar as doengas nas cria¢gdes, mantendo
o crescimento normal e da saide dos animais. Dessa maneira, numerosos
fatores nutricionais e regimes alimentares, desempenham papéis
fundamentais na aquicultura intensiva, podendo afetar significativamente
aincidéncia e a gravidade de uma variedade de doencas infecciosas, pois,
a oferta de nutrientes especificos para células imunes determina a
eficiéncia da resposta imunitéria contra um patégeno invasor (BLAZER,
1992; POHLENZ; GATLIN, 2014).

A perda do estado de equilibrio do organismo em relacdo as
fungdes e o estabelecimento de uma condicao de defesa e/ou doenga séo
processos metabolicos com alto consumo de energia para o hospedeiro.
O estado infeccioso promove uma completa mudanca nas prioridades
metabdlicas em relacdo as necessidades de nutrientes associadas ao
sistema imunoldgico. Em células imunes quiescentes, o aproveitamento
dos nutrientes ocorre em niveis basais, apenas para manutencéo celular.
Entretanto, durante uma resposta imune a utilizagdo de nutrientes
essenciais aumenta drasticamente. Diante desta situagdo, a
disponibilidade adequada de nutrientes especificos exerce um papel
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fundamental no aumento e no desempenho do sistema imunoldgico
(LOCHMILLER; DEERENBERG, 2000; KIRON, 2012; POHLENZ;
GATLIN, 2014).

As fontes exdgenas de nutrientes devem fornecer niveis minimos
desses nutrientes especificos, para que atendam aos requisitos basicos
necessarios para o desempenho normal do sistema imunoldgico e para
proteger e recuperar os tecidos de eventuais danos colaterais. Em certas
situacGes, o fornecimento de nutrientes adicionais em niveis acima dos
exigidos para manutencdo e crescimento normal de peixes, ou mesmo
fornecer alguns compostos que ndo sdo necessarios, podem sustentar e/ou
melhorar as func@es do sistema imunoldgico, aumentando a sua eficéacia
contra um patogeno invasor. Neste sentido, existem varias ferramentas
nutricionais que podem ser implementadas para atingir esse objetivo de
aprimoramento do sistema imunoldgico (SEALEY; GATLIN, 1999;
KIRON, 2012; POHLENZ; GATLIN, 2014).

Entretanto, dietas comerciais com formulagdes inespecificas a
espécie-alvo ou dietas mal formuladas, que sejam excedentes ou
deficientes em vitaminas, minerais ou outros nutrientes, podem causar
aumento na intensidade dos processos de oxidag&o, reduzindo as funcbes
imunoldgicas, provocando injarias em 6rgdos diretamente ligados aos
mecanismos de defesa como rim, timo, figado, intestino e bago
(LANDOLT, 1989; ZAKES, 2010; KOWALSKA, 2011).

Os ambientes aquaticos naturais dos peixes sao diversos, desta
maneira, 0s animais estdo em constante interagdo com o meio adjacente
e, portanto, com possiveis agentes patogénicos. Nessas condi¢bes o
sistema imunoldgico tende a recorrer a resposta inata para a depuragdo de
um micro-organismo invasor. Todavia, nas condi¢es de confinamento
em fazendas, essa interacdo com agentes infecciosos é maior, devido as
praticas de criacbes intensivas adotadas que ocasionam 0
comprometimento das barreiras de defesa priméarias (muco e epiderme)
por meio de atritos fisicos, propiciando a entrada de agentes patogénicos
aos tecidos (MAGNADOTTIR, 2006; KIRON, 2012).

O Sistema imunoldgico dos peixes teledsteos € muito similar ao
encontrado em vertebrados superiores, constituido como um mecanismo
de defesa altamente complexo que utiliza uma ampla gama de
componentes individuais. Evolutivamente, os peixes sdo considerados a
primeira classe de vertebrados com imunidade inata e adaptativa, embora
0 Ultimo mecanismo de defesa ndo seja tdo compreendido e elaborado
como nos vertebrados superiores (WARR, 1995; TORT et al., 2003;
SUNYER, 2013). E composto por duas vias principais de acio, o sistema
imune inato e o sistema imune adaptativo. A resposta imune pode ser
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dividida em trés etapas: 1) Detec¢do e reconhecimento do patdgeno, 2)
Fagocitose, exterminio de patdgenos e apresentacdo de antigenos e 3)
Expansdo imune e criagdo de memdria imunolégica. Durante uma
resposta imune, ambas as vias (inata e adaptativa), compdem uma
comunicagdo proxima, fundamental para uma protecdo exitosa e
eliminacdo de agentes patogénicos, por meio de um processo que envolve
diversos componentes celulares e humorais de ambas as vias, incluindo
neutrdfilos, macrofagos, linfocitos, citosinas, imunoglobulinas, células
dendriticas, sistema complemento entre outros. Quaisquer mudancas
profundas na resposta imune podem ser os primeiros indicios de ma
nutricdlo (LANDOLT, 1989; TORT et al, 2003; KIRON, 2012;
POHLENZ; GATLIN, 2014).

1.1.3 Enfermidades na Aquicultura

As doengas sdo responsaveis por fortes perdas econdmicas em
pisciculturas devido as mortalidades, morbidade, m& qualidade do
produto e custos associados ao uso de quimioterapicos. Os aquicultores
sdo, portanto, os mais interessados em desenvolver estratégias de
gerenciamento econbmicas que possam impedir os surtos ou reduzir a
gravidade das doengas (LANDOLT, 1989). Nos ultimos anos, foi dada
maior atencdo ao desenvolvimento de estratégias nutricionais que
influenciam positivamente a imunidade e a resisténcia dos organismos
cultivados para reduzir as perdas econdmicas relacionadas as doencas
(POHLENZ; GATLIN, 2014).

Estima-se que no Brasil os prejuizos financeiros, diretos e
indiretos, causados por infeccBes parasitarias e bacterianas esteja proximo
de US $ 84 milhdes ao ano (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). As
doencas de origem bacteriana sdo as principais causadoras de perdas em
criacBes de tilapias, onde a espécie Streptococcus agalactiae apresenta o
maior percentual de diagndsticos positivos (82%) entre as bacterioses
(MSD Animal Health, 2012).

S. agalactiae é uma bactéria gram-positiva com predilecdo para
infectar peixes cultivados em &guas com temperaturas iguais ou
superiores a 31 °C, causando septicemia, meningoencefalite,
hemorragias, opacidade na cérnea e escoliose. No Brasil a tilapicultura é
predominante e surtos de S. agalactiae sdo os grandes causadores de
doencas (PRETTO-GIORDANO et al., 2010; AMAL; ZAMRI-SAAD,
2011; PEREIRA et al., 2013; Yl et al., 2014; MARCUSSO, 2015).

Comumente as doengas bacterianas sdo tratadas com uso de
antibidticos. Temendo grandes prejuizos, muitos produtores fazem uso
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indiscriminado de antibidticos como medidas de tratamento, causando
danos ao meio ambiente e selecionando possiveis cepas bacterianas
resistentes. Para evitar esses efeitos, frequentemente tecnologias séo
testadas e desenvolvidas para o combate de doencas (JATOBA, et al.,
2008; Yl et al., 2014).

Devido a grande diversidade de peixes que estdo sendo
cultivados, diferencgas consideraveis podem ser encontradas entre alguns
elementos importantes do sistema imunoldgico. Embora essas diferencas
possam ter impacto em estratégias especificas, como por exemplo o
desenvolvimento de vacinas, a resposta imune global geralmente é similar
entre as espécies de peixes (POHLENZ; GATLIN, 2014). Além disso,
devido a existéncia de varios sorotipos de Streptococcus, 0 combate deste
patégeno torna-se dificil e outras formas de combate as doencas
bacterianas estdo sendo desenvolvidas na aquicultura.

1.1.4  Novas estratégias de sanidade aquicola

O wuso de imunomoduladores em pisciculturas requer
informagfes sobre fatores ambientais (componentes do hospedeiro-
patégeno-meio ambiente) e o estado fisiologico do peixe (medidas de
hematocrito, leucocritos, niveis de atividade de neutrofilos e fagociticos),
pois, podem determinar a capacidade do peixe para resistir a doencas.
Além disso, os imunomoduladores podem induzir atividades elevadas nos
mecanismos de defesa inespecificos, como aumento da atividade
oxidativa de neutrofilos, aumento de atividade de células fagociticas ou
potencializacdo de células citotéxicas. Nos casos em que 0s surtos de
doencas sdo ciclicos e podem ser previstos, 0s prejuizos podem ser
reduzidos ao elevar os mecanismos de defesa inespecificos, e os
imunomoduladores podem ser usados em antecipacdo a eventos
epidémicos para prevencdo de doengas. Sendo assim, 0s
imunomoduladores possuem um enorme potencial de uso em fazendas
aquicolas para reduzir os danos causados por doencas infecciosas,
principalmente nas fazes iniciais da vida dos peixes (ANDERSON, 1992;
MAGNADOTTIR, 2006).

A melhora do sistema imunolégico dos peixes é comprovada
quando tratados a partir de principios ativos de plantas como manjericéo,
gengibre, cominho, adicionados a dieta (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011;
YILMAZ et al.,, 2013; SHAKYA, 2015; BRUM et al.,, 2017). Os
constituintes ativos podem fortalecer ou estimular a resposta imune ao
interagir com varios parametros do sistema imunolégico como atividade
de peroxidase, lisozima, niveis totais de proteina, albumina e globulina,
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causando efeito imunoestimulante ou atividade imunoestimulatoria nos
animais (AHMADI et al., 2012).

Plantas e ervas tém seus principios ativos utilizados para
tratamentos e prevencdo de enfermidades ha séculos, sendo o cardo
mariano silybum marianum, uma das plantas mais utilizadas em pesquisas
relacionadas ao tratamento de doencas e distdrbios de origem hepatica. S.
marianum € membro da familia Asteraceae. Morfologicamente o cardo
mariano tem um caule de 40-200 cm de altura, glabro e ramificado na
parte superior da planta. As folhas basais sdo alternadas, grandes e glabras
com margens espinhosas. As folhas podem ter 50 a 60 cm de
comprimento e 20 a 30 cm de largura. Uma caracteristica distinta do cardo
mariano séo as veias brancas do leite. As folhas do caule s&o menores.
Cada haste termina em uma cabega de flor com cerca de 5 cm de didmetro,
de cor vermelho-parpura. As sementes com 5 a 8 mm de comprimento,
peso de 30g/1000 sementes. O cardo mariano é nativo da bacia do
Mediterraneo e disseminado em todo o mundo. As sementes foram usadas
por mais de 2000 anos para tratar doengas do figado. As propriedades
fitoterapicas desta planta estdo ligadas a silimarina, que é uma mistura de
trés fendis naturais denominados flavonolignanas (silibina, silidianina e
silicristina), estando nas suas sementes a maior concentracdo de
silimarina (KARKANIS et al., 2011).

Muitas pesquisas ja foram desenvolvidas utilizando a silimarina
para verificagdo dos efeitos em figados de ratos e humanos (FLORA et
al., 1998; JACOBS et al., 2002; SINGH et al., 2014). No campo da
aquicultura os estudos relacionados a silimarina e seus efeitos sdo
recentes e ha poucos relatos disponiveis (XIAO et al., 2017).

Paralelamente, os biopromotores também sdo uma estratégia
dentro da aquicultura e estdo entre as abordagens mais viaveis para
prevenir doencas de peixes nesse ramo de atividade. E um método
amplamente aceito e eficaz para prevenir a maioria das doencas
patogénicas, entre elas a infeccdo por S. agalactiae, prevenindo as
mortalidades em massa de tilapias. Tém como objetivo proporcionar uma
resposta imunitaria forte a um antigeno administrado, que seja capaz de
produzir protegdo contra o patégeno a longo prazo (AMAL; ZAMRI-
SAAD, 2011; LIU et al., 2016).

A extensdo da resposta imunitaria dos peixes esta relacionada as
condigcdes fisiolégicas do animal, dos métodos de preparo dos
biopromotores, das doses e das vias de aplica¢fes. Alguns fatores, como
temperatura, duracdo e nimero de aplica¢des, tamanho do peixe e dose
de desafio, ndo podem ser ignorados. Geralmente os peixes podem ser
imunizados por injecdes intraperitoneais, via oral ou banhos de imersao;
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tendo cada um destes métodos as suas vantagens e desvantagens em
relacdo ao nivel de protecdo, efeitos secundarios, praticidade e
rentabilidade (GUDDING et al., 1999; Ll et al., 2015; LIU et al., 2016).

Por razdes praticas, os banhos de imersdo e vacinas orais sdo
convenientes para 0s peixes, especialmente para larvas e juvenis. No
entanto, a eficiéncia protetora geralmente néo é tdo boa quanto a injecéo
intraperitoneal nas mesmas condicfes. A vacina pode ser parcialmente
degradada pelos fluidos digestivos quando administrada por via oral, ou
pode néo ser suficientemente absorvida pelo corpo do peixe utilizando o0s
métodos de imersdo (CAIPANG et al., 2014)

No mercado mundial ha vacinas disponiveis em 40 paises para
mais de 17 espécies de peixes, sendo 22 para prevencdo de bacterioses.
Apesar deste panorama mundial, a vacinagdo ndo é uma pratica comum
em paises como a China, por exemplo, que é um gigante mundial da
aquicultura (BRUDESETH et al., 2013). No Brasil a pratica de vacinacdo
é emergente, contudo, a prevencdo de doencas se faz necessaria para
evitar perdas econdmicas severas (EMBREGTS; FORLENZA, 2016).
Embora, a maioria das vacinas contra patdgenos bacterianos tenham se
demonstrado eficientes, os esforcos de pesquisa ainda sdo necessarios
para o desenvolvimento e aperfeicoamento de vacinas ou produtos
similares que possam ser utilizados na aquicultura e que sejam
verdadeiramente eficazes para os peixes teledsteos (CAIPANG et al.,
2014).

Dessa forma, pesquisas que visem o desenvolvimento de novas
tecnologias, produtos e estratégias que possibilitem incremento na
resisténcia da tilapia-do-nilo frente ao patdgeno S. agalactiae tornam-se
necessarias e indispensaveis, permitindo assim, o crescimento sustentavel
da piscicultura brasileira.

1.2 JUSTIFICATIVA

A piscicultura continental € uma atividade econdmica em varias
regides do Brasil, com destaque para criacdo da tilapia nildtica.
Entretanto, doencas como as bacterioses s&0 muito comuns nesses
sistemas de cultivos e surtos de mortalidades sdo frequentes nas
propriedades. A aplicacdo de biopromotores ja é uma realidade no setor
piscicola brasileiro, com resultados relevantes nas taxas de sobrevivéncia
dos animais tratados nas regides afetadas por surtos de estreptococose,
aumentando consideravelmente a lucratividade dos produtores, além de
reduzir danos ao ambiente pela ndo utilizacdo de quimioterapicos.
Atualmente muitas industrias do segmento de saude animal buscam
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insercdo no mercado aquicola para encontrar solucdes de cunho sanitario,
por ser este um mercado praticamente inexplorado no setor e muito amplo
para desenvolvimento de novos produtos. Dessa forma, torna-se
importante a realizacdo de pesquisas cientificas que avaliem e validem o
uso de novos produtos para tilapias no combate a S. agalactiae.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Obijetivo Geral

Contribuir com avancos tecnoldgicos no combate as doengas
bacterianas, testando em til4pias niléticas o uso de biopromotores para
aumento de resisténcia contra S. agalactiae.

1.3.2  Obijetivos Especificos

a) avaliar diferentes vias de aplicacdes dos biopromotores: oral,
imersdo, intraperitoneal e na dieta de tilapias;

b) testar a eficacia da imunoestimulacdo por meio de desafio
experimental frente ao patégeno bacteriano;

c) verificar possiveis alteragcbes no perfil hematoimunoldgico,
enzimatico, bem como nos érgdos dos animais, com analises histoldgicas;

d) avaliar os parametros zootécnicos dos animais ao final do
experimento.

1.4 ESTRUTURA DO TRABALHO

A introducdo geral estd formatada conforme as normas da
ABNT. O artigo 1 estd formatado conforme as normas da revista
Aquaculture. O artigo 2 est4 formatado conforme as normas da revista
Fish Physiology and Biochemistry.
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RESUMO

O presente estudo investigou 0 uso da silimarina, um extrato obtido a
partir do Cardo Mariano Silybum marianum, e seus efeitos
hepatoprotetores e imunomoduladores em tilapia-do-nilo Oreochromis
niloticus. A silimarina foi utilizada como aditivo alimentar adicionado a
racdo com teor de 0,1 % (1 kg/tonelada de ragdo) com o produto Di-
Heptarine S® (16% Silymarin phosphatide). Um total de 90 juvenis de
tilapia com aproximadamente 45 dias de vida e peso médio de 0,72+0,04
g, que foram divididos em dois grupos. Um alimentado com ragdo
contendo o hepatoprotetor e outro com ragéo sem o aditivo. No 54° dia do
experimento foram coletadas amostras para analises hematoldgicas,
imunoldgicas, histologicas e enzimaticas como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST). Ao final do
ensaio (aos 55 dias apds a suplementacdo) os peixes foram desafiados
para verificar os efeitos da silimarina sobre os pardmetros do sistema
imune, bem como a resisténcia dos animais diante da bactéria
Streptococcus agalactiae sorotipo Ib. Durante o desafio outra amostra de
material bioldgico foi realizada para analises hematoldgicas,
imunologicas, histologicas Aumento no nimero de trombécitos foi
encontrado para o grupo tratado, ao contrario do grupo controle. No
figado dilatacdo dos sinusoides o grupo tratado teve maior intensidade,
enquanto o controle teve intensidade mais severa. Nenhuma alteracdo
significativa foi encontrada em SOD, CAT e GST entre 0s grupos. As
alteracdes histopatoldgicas, provavelmente, foram provocadas por
toxinas de origem bacteriana como resposta dos processos inflamatdrios.
A degeneracdo periacinar foi menos intensa no grupo controle, enquanto
no grupo tratado foi maior. Entretanto os infiltrados eosinofilicos e
linfocitarios ocorreram somente no grupo controle. A sobrevivéncia no
grupo alimentado com a ragdo contendo silimarina alcangou a
sobrevivéncia de 28%, enquanto no grupo controle nao foi observada
sobrevivéncia. Com base nesses resultados, constatamos que a silimarina
desenvolveu efeitos hepatoprotetores em tilapias-do-nilo.

Palavras-chave: peixe, hepato protecdo, estresse oxidativo, cardo
mariano, imunoestimulacdo, estreptococose, trombdcito; dilatacdo de
sinusoide; infiltrado eosinofilico; infiltrado linfocitario.
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ABSTRACT

The present study investigated the use of silymarin, an extract obtained
from Cardo Mariano Silybum marianum, and its hepatoprotective and
immunomodulating effects on Nile tilapia Oreochromis niloticus.
Silymarin was used as a feed additive added to the feed containing 0.1%
(1 kg / ton of feed) with Di-Heptarine S® (16% Silymarin phosphatide).
A total of 90 juveniles of tilapia with approximately 45 days of life and
average weight of 0.72+0.04 g, which were divided into two groups. One
fed with feed containing the hepatoprotector and another with feed
without the additive. On the 54th day of the experiment, samples were
collected for hematological, immunological, histological and enzymatic
analyzes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione S-transferase (GST). At the end of the test (55 days after
supplementation) the fish were challenged to verify the effects of
silymarin on the parameters of the immune system, as well as the
resistance of the animals to Streptococcus agalactiae serotype Ib. During
the challenge another sample of biological material was performed for
haematological, immunological, and histological analyzes. Increased
numbers of thrombocytes were found for the treated group, unlike the
control group. In the liver dilatation of the sinusoids the treated group had
greater intensity, while the control had more severe intensity. No
significant change was found in SOD, CAT and GST between the groups.
Histopathological changes were probably caused by toxins of bacterial
origin as a response to inflammatory processes. Periacinar degeneration
was less intense in the control group, while in the treated group it was
higher. However, eosinophilic and lymphocytic infiltrates occurred only
in the control group. Survival in the group fed the silymarin-containing
diet achieved a survival rate of 28%, whereas no survival was observed
in the control group. Based on these results, we found that silymarin
developed hepatoprotective effects on Nile tilapia.

Key words: fish, hepato protection, oxidative stress, milk thistle,
immunostimulation, streptococcosis, thrombocyte; sinusoidal dilatation;
eosinophilic infiltrate; lymphocytic infiltrate.
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2.1 INTRODUCAO

O figado é o principal 6rgdo responsavel pelo metabolismo de
compostos enddgenos e exdgenos e, portanto, um dos primeiros 6rgaos
alvo para a agao toxica de estressores (Cao et al., 2016). Diversos sdo o0s
motivos pelos quais os animais durante seu cultivo podem apresentar
danos hepéticos, dentre eles se ressalta o excesso de carboidratos nas
dietas comerciais de peixes, um surto bacteriano e/ou mesmo um
tratamento com antibiético (Zaki et al., 2011; Azazza et al., 2015).

No ramo da piscicultura poucos relatos sobre a aplicacdo de
hepatoprotetores estdo disponiveis. Entretanto alguns estudos mostram
gue a suplementacdo de silimarina pode melhorar o crescimento e a
eficiéncia de absorcdo da proteina inserida na dieta, suprimindo o
acumulo de lipidios, bem como melhorar o estado de salde da Carpa
Capim (Ctenopharyngodon idellus) alimentada com dietas com alto teor
lipidico, o que pode estar associado ao aumento da lipdlise e da R-
oxidacdo, capacidade antioxidante (Xiao et al., 2017), na truta arco iris
(Oncorhynchus mykiss) sintese proteica em tecido hepético e fortalece o
sistema imunoldgico (Banaee et al., 2011; Ahmadi et al. 2012) e no
salmdo do Atlantico (Salmo salar) fortalece a capacidade de estresse
antioxidativo (Sanchez et al., 2016).

As Plantas e ervas tém seus principios ativos utilizados para
tratamentos e prevencdo de enfermidades ha seéculos, sendo o cardo
mariano Silybum marianum, uma das plantas mais utilizadas em
pesquisas relacionadas ao tratamento de doencas e distdrbios de origem
hepatica. As propriedades fitoterapicas desta planta estdo ligadas a
silimarina, que € uma mistura isomérica de flavonolignanas ativas,
incluindo a silibinina A e B, a isosilibinina A e B e a silidianina, estando
nas suas sementes a maior concentracdo de silimarina (karkanis et al.,
2011; Colturato et al. 2012).

A silimarina nos ultimos anos recebeu uma atengéo maior devido
as suas propriedades fitoterapicas sendo empregada como antioxidante
devido aos seus efeitos anti-lipidicos peroxidativos e anti-inflamatorios
no tratamento de vérias doencas hepaticas em humanos (hepatites, cirrose
e outras doengas), considerada em muitos casos, como uma acao
hepatoprotetora (Flora et al., 1998; Jacobs et al., 2002).

Esta pode atuar na eliminagdo direta de radicais livres como Fe*
e Cu* no intestino, prevenir a formacdo de radicais livres inibindo
enzimas produtoras de EROs (oxigénio reativo especifico), ativar
enzimas antioxidantes, estimular vitagenes responsaveis pela sintese de
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moléculas protetoras, pode atuar no microambiente do intestino através
de interagdes silimarina-bactérias.

Portanto na estratégia de prevencdo de doengas em animais, a silimarina
pode ter efeitos hepatoprotetores semelhantes, tal como descritos na
nutricdo humana (Jacobs et al., 2002; Singh et al., 2014; Surai, 2015; Xiao
etal., 2017).

Apesar de alguns estudos estarem disponiveis na literatura, ndo
ha informacdo disponivel sobre os possiveis efeitos da silimarina,
utilizada como suplemento alimentar, em diferentes parametros sanitarios
de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus. Portanto, o objetivo do estudo
foi avaliar o efeito da administragdo oral de silimarina incorporada a
racdo, em alguns parametros hematolégicos, imunolégicos, histoldgicos
e antioxidantes de tilapias-do-nilo e realizar um enfrentamento do
patogeno Streptococcus agalactiae ao final do periodo experimental, bem
como avaliar o desempenho zootécnico dos animais.

2.2 MATERIAL E METODOS

Todo o procedimento experimental realizado nesta pesquisa com
os animais foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais e
protocolo CEUA n° 9594280417.

2.2.1 Delineamento experimental

O experimento foi iniciado com alevinos de tilapias-do-nilo com
peso médio inicial de 0,72+0,04 g e conduzido durante 62 dias. Um total
de 90 juvenis foram distribuidos em 6 unidades experimentais de 80 L,
totalizando 15 animais por tanque. Os peixes foram aclimatados durante
dois dias e divididos casualmente em dois tratamentos com triplicatas. As
unidades experimentais estavam dispostas em um sistema de recircula¢éo
de agua com filtro fisico e bioldgico conforme Owatari et al. (2018),
aquecimento central de agua, aeracdo, além de tratamento por radiacéo
ultravioleta (UV). A iluminagdo artificial com fotoperiodo de 12 h.
Diariamente foram monitorados o oxigénio dissolvido, pH e temperatura.
A amdnia total e téxica, nitrito e alcalinidade duas vezes por semana. Para
realizacdo do experimento, foi utilizada racdo comercial da marca
Nicoluzzi® (40 g kg ! de proteina bruta, 125 g kg ! de umidade, 50 g kg-
1 de extrato etéreo e 35 g Kg* de fibra bruta) capaz de atender as
exigéncias nutricionais da tilapia-do-nilo.

A silimarina foi incorporada a dieta na propor¢do de 0,1% (1
kg/ton) por meio do produto Di-Heptarine S® (Silymarin phosphatide
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16%). A dosagem utilizada foi estabelecida em testes in vitro realizados
por Sanchez et al. (2016), onde esta concentragdo foi capaz de generar
proliferacdo celular de leucdcitos de Salmo salar.

Um grupo recebeu a racdo com o aditivo a base de silimarina e o
grupo controle recebeu somente racdo comercial durante o periodo
experimental. Os peixes foram alimentados a uma taxa inicial de 16% da
biomassa (racdo em po) e terminando em 6% da biomassa (ragao 2,6 mm).
A racdo foi dividida em 5 porcbes e fornecida ao longo do dia em
intervalos de 2 h.

2.2.2  Coleta de material

Duas coletas de material bioldgico foram realizadas. A primeira

foi efetuada no 54° dia ap6s o inicio do ensaio, para verificar o estado da
integridade dos animais antes da infeccdo. No 55° dia de experimentagéo
o0s peixes foram desafiados com S. agalactiae. A segunda coleta ocorreu
entre 0 56° e 62° dia do ensaio. Foram coletadas amostras para analises
hematoldgicas, imunoldgicas e histolégicas em ambos os momentos e
para andlises enzimaticas somente do periodo pré-infeccdo. Os peixes
foram submetidos a procedimento anestésico profundo com eugenol e a
retirada do material para as anélises foi feita de maneira asséptica para
que ndo ocorresse contaminagao cruzada entre os tratamentos.

2.2.3  Anélises
2.2.3.1 Analise hematolégica e imunoldgica

O sangue foi coletado por punc¢éo do vaso caudal com seringas
de insulina contendo anticoagulante para contagem de eritrdcitos total e
diferencial da série branca. O sangue foi utilizado para a confec¢do de
extensbes  sanguineas em  duplicata e  coradas com
MayGrunwald/Giemsa/Wright - MGGW (Ranzani-Paiva et al., 2013)
para a contagem diferencial de leucécitos, bem como contagem total de
leucécitos (WBC) e trombdcitos pelo método indireto, segundo Ishikawa
et al. (2008). Uma aliquota foi usada para a determinacéo do hematécrito
(Ranzani-Paiva et al., 2013) e o restante para quantificacdo do ndmero
total de eritrocitos (RBC) em camara de Neubauer ap6s diluicdo 1:200
em solucéo Dacie.

A concentracdo de hemoglobina foi analisada pelo método da
cianometahemoglobina (Collier, 1944). Equacbes hematimétricas foram
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utilizadas para determinacdo do volume corpuscular médio (VCM) e da
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Wintrobe,
1934).

Para analises imunolégicas foi realizado um “pool” do sangue de
trés peixes, sem anticoagulante, por unidade experimental. O sangue apds
coagulado foi centrifugado a 1.400 g durante 10 min para retirada do soro
e armazenamento a ~ 20 °C para analises imunologicas de atividade de
lisozima (Sankaran; Gurnani, 1972), proteina total (LabTest®),
concentragdo de imunoglobulina total (Amar, 2000) e titulo da atividade
aglutinante do soro (Silva et al., 2009).

Para verificacdo da atividade antimicrobiana do soro, um in6culo
da S. agalactiae foi crescido em BHI a 32 °C por 24 h, preparados na
concentracdo de 0,5 na escala de Macfarland e diluido em meio de cultura
pobre (PB, do inglés Poor Broth) 100.000 vezes. Posteriormente foi
realizada diluicdo seriada do soro em meio PB no fator 1:2 até 0 12° pogo.
Para controle positivo e branco, solucdo salina foi diluida em PB, da
mesma forma que o soro. Finalmente, 20 pL da bactéria foi adicionado
em cada poco da amostra diluida do soro e do controle positivo. A
microplaca contendo S. agalactiae foi incubada a 32 °C por 24 h. A
atividade antimicrobiana do soro foi reciproca a ultima diluicdo que
apresentou atividade bactericida.

2.2.3.2 Analise histologica

Para avaliacdo histoldgica foram coletadas amostras do figado,
intestino e bago de quatro peixes no 54° dia de experimentacdo e de trés
peixes apds o desafio com o patdgeno bacteriano. As amostras foram
fixadas em formalina 10%. Posteriormente as amostras foram lavadas e
desidratadas em séries crescentes de alcool etilico, clarificadas em xilol e
incluidas em parafina a 60 °C para cortes de 4 um de espessura
(micrétomo PAT- 54 MR10) e coloradas com Hematoxilina-Eosina
(H&E). Posteriormente as laminas foram montadas em meio Entellan® e
analisadas em microscopio de contraste de interferéncia de fase (DIC)
Axio Imager A.2 com o software Zen Pro (Zeiss, Gottingen, Alemanha).

Para todos os o&rgdos, atribuiu-se valores as alteracBes
histoldgicas, conforme o grau de intensidade: 0 (auséncia de alteracéo), 1
(alteracédo leve, correspondendo a menos de 25% da area do 6rgdo), 2
(alteracdo moderada, 25% a 50% da area do 6rgéo) e 3 (alteracdo severa,
mais de 50% da area do 6rgdo), de acordo com o método descrito por
Schwaiger et al. (1997), ligeiramente modificado por Brum et al. (2018).
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No figado, considerou-se como alteragdes histopatoldgicas a
perda do aspecto cordonal, perda da estrutura no pancreas, hepatocito
balonoso, congestdo nos grandes vasos, congestdo nos sinusoides e no
pancreas, dilatacdo sinusoidal, hipertrofia dos hepatdcitos, infiltrado
eosinofilico, infiltrado linfocitario, hipertrofia do nucleo dos hepatécitos,
macroesteatose, microesteatose, necrose, nlicleos com picnose e perda do
nucleo dos hepatdcitos. Na morfologia intestinal, foram medidos a altura
de vilos, largura de vilos, bem como a quantificacdo dos vilos e células
caliciformes, infiltrado eosinofilico e infiltrado linfocitario. No baco,
considerou-se 0s centros de melanomacréfagos, melanomacréfagos,
congestdo de vasos, infiltrado eosinofilico, infiltrado linfocitério,
esteatose e aspecto de hemossiderina.

2.2.3.3 Analise enzimética

Para verificacdo da atividade enzimatica, foram realizadas
andlises de quantificacdo de algumas enzimas de estresse oxidativo, como
superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa S-transferase
(GST) no figado de animais tratados com hepatoprotetor e grupo controle.
Para isto, foi realizado um pool de partes do tecido hepatico de quatro
animais, totalizando 100 mg de tecido por amostra. O tecido foi
homogeneizado em tampéo Tris-HCI 50 mM, KCI 0,15 M, PMSF 100
UM, pH 7,4, na proporcédo de 1 g de tecido para 5 mL de tampéo (1:5). O
homogeneizado foi centrifugado a 9000xg por 30 minutos a 4 °C. As
analises enzimaticas foram realizadas a partir da fracdo sobrenadante.

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Aebi
(1984), a qual mede a velocidade de decomposi¢do de peroxido de
hidrogénio (H20,) pela enzima através do decréscimo de absorbancia a
240 nm (e = 0,071 mM* cm™?) a 25 °C. A determinagéo da atividade da
glutationa S-transferase (GST) foi realizada segundo Keen et al. (1976),
fundamentado na velocidade de formacéo do conjugado CDNB-GSH (1-
Cloro-2,4-dinitrobenzeno), realizando uma leitura em espectrofotdmetro
a 340 nm, durante 2 minutos. A atividade superdxido dismutase (SOD)
foi medida de acordo com a metodologia descrita por McCord e Fridovich
(1969).

2.2.4  Desafio experimental
Os peixes foram alimentados durante 54 dias até atingirem o peso

aproximado de 50 g, peso no qual os animais estdo mais suscetiveis as
doencas, conforme Mian et al. (2009). No 55° dia do experimento 0s
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peixes de ambos os grupos, hepatoprotetor e controle, foram desafiados
com o patdgeno bacteriano S. agalactiae sorotipo Ib, cepa isolada por
Facimoto et al. (2017), de surtos de mortalidade em tilapiculturas no norte
do estado do Parana.

Foi realizada a dose letal 50 (DLso9sn) para verificar a
concentracdo de bactéria ideal para realizar o desafio. Para isso, 40
animais foram distribuidos em 8 unidades experimentais de 30 L, com
aeracao e temperatura controlada, totalizando cinco animais por unidade
experimental. A DLsg foi realizada em duplicata e as doses testadas
foram: 1x105 1x106; 1x107; 1x10® UFC mL™ O S. agalactiae foi
cultivado em meio de cultura BHI (HiMedia, india) a 32 ° C durante 24
h. A cultura foi centrifugada a 1.500 G 10 min' e o sobrenadante
descartado. O precipitado bacteriano foi ressuspenso em PBS (phosphate
buffered saline). Apds a verificagdo da concentracdo das bactérias no
inéculo ajustado pela curva de crescimento (concentracdo bacteriana x
absorbancia) previamente realizada, a dilui¢do foi realizada para atingir a
concentracdo ideal para o desafio. A infeccdo experimental foi realizada
via injecdo intraperitoneal de 100 uL de S agalactiae por peixe, na
concentracdo de 1x107. O controle negativo foi composto, em triplicata,
por animais injetados com solucdo de PBS e tratados de forma
semelhante. A temperatura da agua nos tanques foi elevada até 31 °C.

Foram observados os sinais clinicos e coletadas as amostras
guando da mortalidade de 50% do lote e/ou estabilizagdo da curva de
mortalidade. Fragmentos de figado, rim e cérebro foram coletados
assepticamente para reisolamento da bactéria (postulado de Koch). As
amostras foram colocadas em tubos contendo meio liquido BHI
(HiMedia, Mumbai, India) para crescimento. Posteriormente, o contetdo
foi plagueado em meio agar triptona de soja (HiMedia) enriquecido com
5% de sangue de carneiro desfibrinado e as placas foram incubadas a 32
°C por 24 h para visualizagdo e caracterizacdo das col6nias de S.
agalactiae.

Os peixes passaram por procedimento anestésico com eugenol
para realizagdo do procedimento. O indculo utilizado no desafio
experimental somente continha a cepa bacteriana, sem a presenga de
metabdlitos produzidas durante seu preparo.

2.2.5 Desempenho zootécnico
Ao final do experimento foram avaliados os parametros de

crescimento especifico (TCE), eficiéncia alimentar (EA) e sobrevivéncia
calculados de acordo com Fu et al. (1998).



41

TCE (%.dia™! 00

(Log(peso final) — Log(peso inicial))
) = - ; x1
dias de cultivo

(Biomassa final — Biomassa inicial)

EA =
[ Ragdo ofertada

(Populagio inicial — Populagio final)

Sobrevivéncia = [ ]x 100
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2.2.6  Estatistica

O experimento foi projetado com um delineamento inteiramente
casualizado para testar diferencas significativas nas médias dos
tratamentos. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo. Os
valores médios dos dados foram comparados pelo teste de Levene para
verificar a homocedasticidade e, em seguida, o teste de Shapiro-Wilk foi
usado para avaliar a normalidade dos dados. Os dados sem
homogeneidade foram transformados em logio (x + 1). Um teste t de
Student foi usado em 5% significancia para verificar a diferenca entre os
grupos utilizando o software Statistica®. Nos casos em que 0s pré-
requisitos ndo foram atendidos (dados de intensidade das lesdes
histologicas), utilizou-se teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido de teste de Dunn para comparacgéo de médias. Todos os resultados
obtidos antes do desafio foram analisados em separado dos dados obtidos
apos o desafio.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Parametros de qualidade da agua

As condicBes de experimentagdo mantiveram-se dentro dos
padrbes esperados para a manutencao da espécie em cativeiro (Popma et.
al.,1996). As varidveis de qualidade da agua permaneceram estaveis e
apresentaram as seguintes médias e desvios durante o ensaio: temperatura
28,68+0,84 °C; pH 6,86+0,31; amdnia total 0,55+0,91 mg L; nitrito
0,17+0,12 mg L%; alcalinidade 26,88+15,12 mg CaCOs L e oxigénio
dissolvido 6,60+0,45 mg L.
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2.3.2  Parametros hematol6gicos e imunolégicos

Apb6s 54 dias de suplementacdo com o hepatoprotetor Di-
Heptarine S®, foi observado que a quantidade de trombécitos foi mais
elevada (p=0,0013) nos peixes alimentados com o hepatoprotetor,
diferindo do grupo controle, evidenciando uma possivel proliferacdo
celular nos peixes. No entanto, ndo foram observadas alteracOes
significativas (p>0,05) nos outros elementos hematoldgicos. Apo6s o
desafio com o patdgeno bacteriano Streptococcus agalactiae, ndo foi
observada nenhuma diferenga significativa (p>0,05) entre o grupo
hepatoprotetor e grupo controle (Tabela 1).

Os niveis plasmaticos de proteina total, imunoglobulinas, titulo
de aglutinagdo e antimicrobianos ndo apresentaram diferencas
significativas (p>0,05) entre os dois grupos aos 54 dias de experimento,
bem como ap6s o desafio com a bactéria S. agalactiae (Tabela 2).

2.3.3 Histologia

Ap6s 54 dias de suplementacdo com o hepatoprotetor Di-
Heptarine S® nado foi verificada diferenca significativa (p>0,05) na
morfometria do intestino. O comprimento, largura e ndmero de vilos,
guantidade de células caliciformes e o grau de lesdes (infiltrados
eosinofilicos) foram semelhantes ao grupo controle (Tabela 3).

No figado (Tabela 4), aos 54 dias de suplementacdo, 0s peixes
alimentados com a dieta contendo o hepatoprotetor apresentaram
dilatagdo dos sinusoides menos intensa, diferindo do grupo controle
(p=0,0258) que apresentou maior grau da lesdo. A intensidade das lesdes
guanto a manutencdo do aspecto cordonal do 6rgdo, degeneracdo
periacinar, aspecto balonoso dos hepatocitos, congestdo nos grandes
vasos, congestdo nos sinusoides e no pancreas, infiltrado eosinofilico,
infiltrado linfocitario, hipertrofia dos hepatdcitos, hipertrofia do nicleo
dos hepatdcitos, macroesteatose, microesteatose, necrose, nicleos com
picnose e perda do nlcleo dos hepatdcitos foram iguais entre os dois
grupos nao apresentando diferenca significativa (p>0,05).

Apo6s a infeccdo, a intensidade das lesbes com relacdo a
manutencdo do aspecto cordonal do érgdo, aspecto balonoso dos
hepatdcitos, congestdo nos grandes vasos, congestao nos sinusoides e no
pancreas, dilatacdo dos sinusoides, hipertrofia dos hepatocitos, hipertrofia
dos hepatocitos, hipertrofia do nucleo dos hepatécitos, macroesteatose,
microesteatose, necrose, ndcleos com picnose e perda do nicleo dos
hepatdcitos, ndo revelou diferencas significativas (p>0,05) em
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comparagdo com o controle. Entretanto, o grupo tratado com o
hepatoprotetor apresentou maior intensidade na perda na estrutura do
pancreas, evidenciando diferenca significativa (p=0,0287) quando
comparado ao grupo controle. Os Infiltrados eosinofilicos (p=0,0001) e
linfocitarios (p=0,0224) apresentaram diferencas significativas entre 0s
grupos, sendo mais intensas no grupo controle.

As alteracGes histologicas no baco (Tabela 5) aos 54 dias de
suplementacdo com o hepatoprotetor ndo evidenciaram nenhuma
diferenca significativa (p>0,05) quando comparadas ao grupo controle,
tanto antes, quanto apds o desafio experimental com a bactéria S.
agalactiae.

2.3.4 Atividade enzimética

Ao final do periodo de 54 dias de experimento as analises
indicaram que a suplementagdo alimentar com o hepatoprotetor Di-
Heptarine S® néo alterou as atividades das enzimas antioxidantes CAT,
GST e SOD. Néo foi constatada nenhuma diferenca estatistica (p>0,05)
na atividade das enzimas em comparacgdo ao grupo controle (Figura 1). A
Catalase 87,21+30,37 U/mg proteina para o grupo tratado e 78,76+17,18
U/mg proteina para o controle; Glutationa S-transferase 2,27+0,27 U/mg
proteina para o grupo tratado e 2,30+0,29 para o controle; Superoxido
dismutase 49,97+3,30 U/mg proteina para o grupo tratado e 56,79+9,62
para o grupo controle.

2.3.5 Desafio experimental com Streptococcus agalactiae

Ap6s 24 horas de desafio foram observadas mortalidades agudas
em ambos os grupos. No decorrer das horas subsequentes as mortalidades
foram anunciadas pela manifestagao dos sinais clinicos caracteristicos da
estreptococose, tais como, letargia, opacidade da cdrnea, exoftalmia,
natacdo erratica, perda do apetite, anorexia, equimose, hemorragias.
Internamente 0s animais apresentaram ascite, petéquias no figado e
liquefacdo dos 6rgdos (Soto et al., 2016). Ao final do periodo de 192 h,
ndo houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo a
sobrevivéncia (Figura 2) (p>0,05).
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Figura 1: Atividade especifica de enzimas antioxidantes no figado de tilapia-do-nilo
suplementada com hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina fosfatideo) e
grupo controle apos 54 dias de experimento. (A) Catalase (CAT); (B) Glutationa S-
transferase (GST); (C) superdxido dismutase (SOD).
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Tabela 1: Pardmetros hematoldgicos (média + desvio padréo) da tilapia-do-nilo apds
54 dias de suplementagdo com o Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-
fosfatideo) e controle. VCM = volume corpuscular médio, CHCM = concentragéo de
hemoglobina corpuscular média, TPP = proteina plasmatica total. (*) indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05).

Pré-desafio Pés-desafio

Contrale Hepatoprotetor Controle Hepatoprotetor
Eritrdcito (x10¢ uL-) 2,20+0,40 2,55+0,49 141043 1,83+0,79
Trombdcito (x]0° uL) 31.01=17.64 64,60=24.01% 10,16=6,87 5,726,15
Leucdcito (x10° uLY) 62,70=16.84 60.18=13.29 27.94=13.16 35,16=16,98
Neutrgfilo (x10° uL) 581440 3.80=4.17 18.33=12.03 30,63=18.24
Linfécite (c10° uL-4) 00.34229.33 119.78:21.81 27.54=12.78 31.90=18.10
Mondcito (c10° uL1) 4.75£4,79 3.92£2.50 22,77=8,96 28051787
Hemoglobina (g dL™!) 12,971,355 13,11=1,78 774143 6,70=0,83
Hematdcrito (%) 33,67=6,38 35,08=6.44 25,00=740 28,337,905
VCM (fL) 148,79<27.70 137.84=8.74 199.04254.04 162.7420,68
CHCM (g dl) 38.03=5,60 3745230 31,70=4.61 24.17=4,03

Tabela 2: Parametros imunoldgicos séricos (média + desvio padrao) da tilapia-do-nilo
apos 54 dias de suplementagdo com Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-
fosfatideo) e grupo controle.

Pré-desafio Pés-desafio

Controle Hepatoprotetor Controle Hepatoprotetor
Proteina total do soro (mg mL) B3 M00M M8 M51£329
Imumoglobuiima (g mL) 1020566 1692000 0842200 04175
Titulo de aglutinagdo log2 (x=1) 358100 4580,00 425058 406129

Antimicrobiano 930050 967133 §.33=1.08 §.33=0.58
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Tabela 3: Morfometria intestinal (média + desvio padrdo) de tilapia-do-nilo ap6s 54
dias de suplementagdo com Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-
fosfatideo) e grupo controle.

Pré-desafio Pos-desafio
Morfologia Controle Hepatoprotetor Controle Hepatoprotetor
Vilos (média) 25172225 28.08=2.88 20672231 20.80=3.63
Altura de vilo (inédia) 2057425135 344703045 26847=11242  33410=65.28
Largura de vilo (média) 12825430 12110£3.92 07221957 113.68=11.85
Celula caliciforme (média) 11542247 10.76=1.86 18.573.55 18.36=10.86
Lesdio (infiltrado eosinofilico) 1.00£0.00 083020 1,3320,58 1.60=0.55

Tabela 4: Intensidade de alterag¢des histoldgicas no figado (média + desvio padrdo)
de tilapia-do-nilo ap6s 54 dias de suplementacdo com Hepatoprotetor Di-Heptarine
S® (16% silimarina-fosfatideo) e grupo controle. (*) indicam diferenca significativa
entre os tratamentos (p <0,05).

Pré-desafio Pos-desafio

Lesdio Controle Hepatgprotetor Conirole Hepatoprotetor
Perda do aspecto cordonal 2.00=0.87 2.20£1.01 2332052 2624052
Perda da estrutura no pancreaas 0,00=0.00 0.00=0,00 213069 2.82+0 347
Hepatocito balonoso 041071 0,47+0.74 0,00=0.00 0,00:0,00
Congestdo de grandes vasos 1,20=0,50 1,20+1.01 1,000,830 1,00:0,00
Congestdo de pancreas 1,24=0.66 0,93=088 1,000,830 087035
Congestdo de sinusoide 1,12=0.70 0.73+0.70 0.50=0.55 0,630.52
Dilatagdo sinusoidal 0.88=0.70* 0.33£0.62 0.3320.52 0,000.00
Infiltrado eosinofilico 1.18=0.64 1.27+0.46 0.83=0.41* 0.00=0.00
Infiltrado linfocitario 1,00=0.50 093070 0.50=0.55% 0.000.00
Hipermrofia dos hepatdcitos 0,88=0.78 0,93+0.96 0,17=041 0,00:0,00
Hipertrofia do micleo dos hepatécitos 0,06=0.24 0,00:0,00 0,00=0.00 0,000.00
Macroesteatose 0.12=0.33 0,00=0.00 0.33=0.82 0132035
Microesteatose 0,65=0.70 0,73x0.70 3,00=0.00 3.00=0.00
Necrose 0,82=0.39 0.80=041 1.17=0.41 1.00=0.00
Niicleo com picnose 0,06=0.24 000000 0.00=0.00 0.00=0.00

Perda de niicleo dos hepatécitos 0.06=024 0.00=0.00 0.00=0.00 0.00£0.00
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Tabela 5: Intensidade de alteraces histologicas no Bago (média + desvio padréo) de
tilapia-do-nilo apds 54 dias de suplementagdo com Hepatoprotetor Di-Heptarine S®

(16% silimarina-fosfatideo) e grupo controle.

Pré-desafio Pos-desafio
Lesiio Controle Hepatoprotetor Controle Hepatoprotetor
Centro de melmomacrdfagos  0.882035 082075 2754050 233082
Melanomacrifazo 113035 136050 200000 1,500,355
Necrose 0.000.00 0,000.00 125050 0832041
Infiltrado eosinofilico 0.882035 082040 1,00=0.00 0,50=0,55
Infiltrado linfocitdrio 0.00£0.00 0,090.30 0252050 0.00£0.00
Congestdio de vasos 288035 273090 225150 233032
Estentose 0,2540 46 0,000.00 1.50=1.29 217041
Aspecto de hemosiderina 0,00<0,00 0,00<0.00 0.88+0.64 1.18<1.08
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Figura 2: Gréafico da mortalidade acumulada da tilapia-do-nilo ap6s infeccéo pelo
patégeno bacteriano S. agalactiae.
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2.3.6  Desempenho Zootécnico

Né&o foram evidenciadas alterages no comportamento alimentar
dos animais tratados. Os peixes se alimentaram normalmente durante todo
0 experimento e consumiram facilmente a dieta que continha o
hepatoprotetor, ndo sendo observada nenhuma despropor¢do do apetite
entre os dois grupos. Em relagéo aos parametros zootécnicos ap6s 54 dias
de alimentacdo (Tabela 6), observou-se similaridade nos resultados
obtidos, sem diferenca significativa nos indices de crescimento entre o
grupo hepatoprotetor e o grupo controle (p>0,05).

Tabela 6: Pardametros de crescimento (média + desvio padréo) da tilapia-do-nilo ap6s
54 dias de suplementagdo com o Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-
fosfatideo) e controle. TCE = taxa de crescimento especifica, EF = eficiéncia
alimentar.

indices Controle Hepatoprotetor
TCE (%) 3,48+0,04 3,55+0,03

EF 0,70+0,01 0,71+0,03
Sobrevivéncia (%) 93,33+6,66 97,78+3,84
Peso médio final (g) 53,10+1,00 54,82+7,62
Comprimento médio (cm) 13,85+0,22 13,46+0,96

Biomassa final total (g) 646,53+30,56 657,37+42,25
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2.4 DISCUSSAO

A melhora do sistema imunolégico dos animais é comprovada
guando tratados a partir de alguns principios ativos de plantas como os de
manjericdo, gengibre e cominho adicionados a dieta (Amal; Zamri-Saad,
2011; Yilmaz et al., 2013; Shakya, 2015; Brum et al., 2017). Em nosso
estudo foi verificado que depois de 54 dias 0s peixes que receberam a
racdo contendo silimarina apresentaram na porcdo figurada do sangue
maior quantidade de trombdcitos, sugerindo uma possivel melhora no
sistema imune dos animais devido a ingestdo de silimarina. A
hematologia fornece informacGes acerca da salde dos peixes e esse
aumento do nimero de trombdcitos no sangue indica que esses animais,
possivelmente, obtiveram um incremento na funcdo de defesa do
organismo através da atividade fagocitica dos trombdcitos (Tavares-Dias;
Moraes, 2004). Isso corrobora com o estudo de Ahmadi et al. (2012), que
testou o uso de silimarina sobre alguns pardmetros imunes de
oncorhynchus mykiss, onde o nuUmero de leucdcitos aumentou
significativamente em peixes alimentados com 0,1 g silimarina kg* racdo
no 15° dia e a contagem de trombdcitos foi maior nos peixes alimentados
com 0,8 e 0,1 g silimarina kg racdo, em comparagdo com os peixes do
grupo controle nos dias 15 e 30, respectivamente, causando um efeito
imunoestimulante ou atividade imunoestimulatéria nos animais.

Todos os animais deste estudo mantiveram-se ativos e se
alimentaram normalmente para o padrdo da espécie, idem ao observado
por Banaee et al. (2011) quando testou a suplementacéo oral do estrato de
Silybum marianum em Oncorhynchus mykiss. Em nosso estudo nédo foi
verificada nenhuma alteragdo na performance zootécnica dos animais
tratados em relacdo aos animais do grupo controle, diferentemente do
estudo de Xiao et al. (2017), que relataram que a inclus@es de 100 e 200
mg kg de silimarina na dieta promoveu uma melhora no crescimento de
Ctenopharyngodon idellus. Estudos que investiguem melhor a influéncia
da silimarina sobre o crescimento de peixes ainda sdo necessarios, pois,
s&o poucos os trabalhos publicados que verificam esta relagéo.

As analises hematoldgicas pds-infecgdo mostraram um aumento
na quantidade de mondcitos e neutréfilos circulantes no sangue dos peixes
de ambos os grupos, contudo, sem diferenga significativa entre eles.
Diferentemente, Yamashita et. al. (2017), observaram igualdade na
contagem de mondcitos e reducdo na quantidade de neutrofilos no sangue
dos peixes tratados, de 9,28x10° L para 1,95x10° uL e no sangue dos
peixes do grupo controle, de 6,14x10% pL para 3,86x10° pL estudando
tildpias-do-nilo alimentadas com racdo contendo Lactobacillus



50

plantarum e desafiadas com o patdgeno S. agalactiae. Em nosso estudo,
como 0 aumento na quantidade de mondcitos e neutréfilos no sangue dos
peixes ocorreu no periodo do desafio em ambos os grupos, acreditamos
gue essa alteracdo seja uma mudanca do sistema imune, pois, estas células
atuam diretamente na resposta inflamatéria (Tavares-Dias; Moraes,
2004), nos dando um forte indicativo que o desafio experimental com o
patégeno bacteriano causou uma resposta imediata no sistema de defesa
dos peixes, caracterizando o processo inflamatério ao qual os animais
foram induzidos.

A inclusdo de silimarina a dieta dos peixes ndo modificou 0s
parametros séricos plasmaticos, permanecendo iguais aos peixes do grupo
controle, tanto antes, como depois da infecgdo. A administragédo oral de
silimarina pode melhorar a sintese proteica no tecido do figado dos peixes
e uma elevacdo significativa dos niveis de proteina total no plasma reflete
aumento da sintese proteica no tecido hepatico (Banaee et al., 2011). Era
esperado um incremento da proteina total nos peixes que receberam a
alimentac8o suplementada com silimarina, entretanto, ndo ocorreu.

Ja Banaee et al. (2011), obtiveram aumentos significativos nos
niveis de proteina total plasmatica de truta-arco-iris alimentados pelas
dietas enriquecidas com 100 e 800 mg de silimarina / kg comparados aos
grupos controle. Sendo que existe uma correspondéncia entre a taxa de
sintese proteica no tecido hepatico com as concentracdes de proteinas
totais no plasma (Banaee et al., 2011), a constancia dos valores em ambos
0s momentos do presente estudo, provavelmente, reflete normalidade no
processo de sintese proteica no tecido hepatico, ainda que em situacdo de
afeccdo causada pelo patégeno.

Histologicamente o presente estudo revelou que ndo ocorreram
diferencas morfoldgicas no intestino dos peixes, antes e depois do desafio,
indicando que a silimarina ndo causa nenhum dano aparente no 6rgéo
(Figura 3A, 3B, 3C, 3D). Haja visto que os animais tratados apresentaram
semelhanca no desempenho zootécnico com o grupo controle, pressupde-
se que a absorcdo de nutrientes pelo 6rgdo, estava dentro dos padrdes de
normalidade. Barzaghi et al. (1990), em um estudo farmacol6gico com
humanos desenvolveram esforcos para aumentar a absorgdo intestinal da
silibina (principal componente ativo da silimarina), incluiram a
combinacdo da silibina com fosfatidilcolina (composto dB 1016), o que
resulta em um aumento das concentrac@es de silibina biliar de 3 a 11%.

Surai (2015), afirma que em humanos a silimarina e seu principal
componente, a silibinina, fazem parte da mistura fitoquimica alimenticia
responsavel pela regulacdo das defesas antioxidantes no corpo. Por ser
rica em flavonoides, pode ndo ser bem absorvida no intestino e por este
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motivo suas concentragbes nos tecidos e plasma podem ser baixas,
entretanto, suficientes para ativacdo das enzimas antioxidantes,
desencadeando um efeito de pré-condicionamento, fazendo com que o
organismo se adapte a varios tipos de estresses. Talvez isso possa explicar
a ndo ocorréncia de alteragcbes na morfologia intestinal dos peixes do
presente estudo, uma vez que seriam necessarias maiores investigacoes
sobre a relacdo da silimarina com a microbiota intestinal.

Os hepatotoxicantes (incluindo virus, produtos fungicos,
metabolitos bacterianos, minerais, poluentes ambientais e agentes
guimioterapicos), podem induzir diferentes distarbios do 6rgdo (Haetal.,
2005; Surai, 2015), toxinas estas, que causam lesGes hepaticas,
caracterizadas por diferentes graus de degeneracdo de hepatécitos e morte
celular (Yeh et al., 2013). No presente estudo, nas analises do dia 54, a
lesdo mais severa observada foi a perda da manutencdo do aspecto
cordonal do érgdo em ambos os grupos. Porém a dilatacdo dos sinusoides,
gue é uma manifestacdo de anormalidade na morfologia do tecido causada
por fibrose (Kumar et al., 2015), foi mais severa no grupo controle (Figura
3E, 3F). A anemia cronica pode ser um fator que origina a dilatagéo e
congestdo dos sinusoides, pois, 0s hepatocitos centrolobulares sdo os
ultimos a receberem sangue oxigenado e com isso, tornam-se atréficos. A
congestdo passiva dos vasos sanguineos no figado pode acontecer em
todas as espécies animais, em funcdo de algum distdrbio cardiaco. A
congestdo aguda do figado, resulta num aumento de tamanho do 6rgéao
(Zachary et al., 2012). Nesse aspecto a silimarina melhorou o estado de
integridade dos hepatdcitos no figado dos animais tratados e fez com que
essa diferenca fosse observada.

Por outro lado, as anélises feitas apds a infecgdo, evidenciaram
gue no figado a lesdo mais severa foi microesteatose em ambos 0s grupos,
porém sem diferenca significativa entre eles. A microesteatose foi
caracterizada pela presenga centenas de pequenas cavidades redondas e
claras no tecido do 6rgéo (Figura 4). Isso provavelmente pode ter ocorrido
devido a faléncia das funces hepaticas, causada pelo quadro infeccioso,
nas quais o figado é responsavel pela degradacdo metabdlica de
triglicérides, ocasionando o acUmulo de lipidios no tecido hepatico,
impedindo a liberacdo dos mesmos na forma de lipoproteinas (Zachary et
al., 2012). Segundo Corchete (2008), a silimarina pode inibir a sintese de
fosfolipidios em animais saudaveis, entretanto, quando submetidos a
doses agudas de hepatotoxicantes a silimarina neutraliza a inibi¢do de
fosfolipidios causados, por exemplo, pelo etanol. Esses agentes
estressores acarretam no aclimulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) no tecido do 6rgdo e como consequéncia a peroxidacgdo lipidica
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de membranas celulares, tendo a silimarina capacidade de atenuar essas
alteracGes (Surai, 2015).

Atualmente existem poucos trabalhos que relatam o uso da
silimarina e seus beneficios sobre as funcGes hepéticas de algumas
espécies de peixes, porém, os compostos bioativos de plantas e frutos ja
sdo bem conhecidos, como no estudo de Sharma et al., (2011), quando
verificaram o uso de Naringina, um bioflavonoide isolado do grapefruit,
na proporcdo de 100 mg kg? dia?! restaurou as alteracdes patoldgicas,
como aumento da inflamacgéo e esteatose microvesicular e acumulagéo de
lipidios em ratos injetados com estreptozotocina. O pancreas dos animais
que foram tratados com silimarina estavam com maior degeneracdo
periacinar, que segundo Zachary et al. (2012), é um reflexo tipico da acdo
de alguma toxina ou de um quadro de anemia aguda. Anteriormente a
infeccdo néo foi observada essa lesdo nos 6rgdos, o que nos leva a crer
gue ndo hé relacdo alguma da lesdo com a ingestdo da silimarina. Por esse
motivo acreditamos que o quadro clinico causado pela infeccdo tenha
provocado anemia aguda, pois, 0s peixes ndo se alimentaram nesse
periodo de acometimento infeccioso.

Os infiltrados eosinofilicos e linfocitarios sdo comuns em
inflamagdes cronicas ou apds uma resposta inflamatéria aguda, e no
figado séo descritos em doengas colestaticas primarias (Zachary et al.,
2012), ou seja, quando ha ocorréncia de congestdo do fluxo biliar.
Tarantino et al. (2008), observaram que o infiltrado eosinofilico do tecido
hepatico foi significativamente mais frequente em pacientes que fizeram
uso de medicamentos para hepatite C e encontrou associagdo significativa
entre infiltrado eosinofilico, esteatose hepatica e fibrose hepatica. No
presente estudo, apds o desafio experimental, a ocorréncia dos infiltrados
eosinofilicos e linfocitarios ndo foi observada nos tecidos dos figados de
tilapias-do-nilo que se alimentaram com a dieta contendo a silimarina
dando forte indicios que esses animais desenvolveram uma modulagéo
hepatoprotetora devido a inclusdo do produto Di-Heptarine S® a dieta.

As lesdes no baco ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0s grupos, nem antes e nem depois da infec¢éo. Entretanto, antes da
infeccdo, a congestdo dos grandes vasos foi a lesdo com maior grau de
severidade verificada, enquanto ap6s a infeccdo os centros de
melanomacréfagos foram mais presentes e severos. Outro aspecto
verificado na histologia ap6s a infecgdo, foi a provavel presenca de
hemossiderina no baco. A hemossiderina ocorre em poucas quantidades
no baco, entretanto a ocorréncia de excessos no baco pode estar
relacionada as doengas hemoliticas ou anemia hemolitica, que se forma a
partir da destruicdo dos eritrdcitos (Zachary et al., 2012). Wolke et al.
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(1985), em uma avaliacdo preliminar do uso de agregados de macréfagos
como indicadores da salde de peixes, verificaram que animais de locais
poluidos tiveram maior prevaléncia de hemossiderina no bago quando
comparados com lugares menos poluidos. Igualmente, Fishelson (2006),
ao verificar alteragfes citomorfoldgicas do timo, bago, rim e figado em
peixes cardinais (Apogonidae) como bioindicadores do estresse,
encontrou no baco de animais capturados em locais poluidos, massas
maiores de deposicdo de hemossiderina.

Conforme Sealy et al. (1980), os resultados da destruicdo tecidual
incluem lipoproteinas e lipofuscina, que aumentam durante privagéo de
alimento ou necrose tecidual e a hemossiderina, que é um produto da
hemélise ou degradacéo de eritrécitos, é também elaborada em segundo
plano em processos de subnutricdo. Essas informacfes acerca da
formagdo e da presenca de hemossiderina em 06rgdos como o bago
explicam a presenca desses pigmentos no tecido dos 6rgaos dos peixes do
presente estudo, uma vez que a hemossiderina sé foi encontrado nas
analises pos-infecgdo, onde, os animais estavam acometidos pela bactéria
S. agalactiae, que causou um quadro caracteristico de septicemia.

A atividade das enzimas CAT, SOD e GST, indicadoras do
estresse oxidativo, foram mensuradas aos 54 dias de experimentag&o.
Assim como nos vertebrados superiores, 0s peixes também
desenvolveram um sistema que produz antioxidantes enzimaticos (CAT
e SOD), que atuam na reducdo dos danos teciduais causados pelas
espécies reativas de oxigénio (Surai, 2015), radicais livres derivados do
oxigénio que sdo originados de neutrdfilos e macréfagos contagiados por
citocinas reguladores de inflamagdes e apds o processo de fagocitose por
leucécitos (Zachary et al., 2012), e enzimas de biotransformagdo de
xenobidticos (GST), que sdo capazes de metabolizar esses contaminantes
e contribuindo com a eliminacdo dos mesmos.

Nas analises realizadas em nosso estudo ndo foi verificada
diferenca estatistica nas atividades enzimaticas de CAT, SOD e GST
entre 0s peixes do grupo controle e 0s peixes do grupo tratado. Como
essas enzimas sao responsaveis pela prevencdo da formagdo de radicais
livres por meio da remocgdo de precursores de radicais livres ou pela
inativacdo de catalisadores (Surai, 2015) é assertivo dizer que 0s peixes
gue consumiram a racdo contendo silimarina ndo sofreram nenhum tipo
de contaminacdo xenobidtica em fungdo do produto Di-Heptarine S®.
Ainda, segundo Surai (2015), a silimarina é como um antioxidante natural
para humanos e animais, e como tal, é provavel que esteja envolvida na
regulacdo de muitos processos fisioldgicos, no equilibrio redox entre
antioxidantes e pré oxidantes na dieta, trato gastrointestinal, plasma e
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tecidos, refletindo diretamente na salde dos peixes em nosso
experimento.

Singh et al. (2014), quando verificaram in vivo o efeito do extrato
hidroalcodlico de S. marianum sobre atividades antioxidantes em ratos
albinos intoxicados por CCls, afirmaram que S. marianum aumentou a
atividade de SOD para 17,42+0,63; CAT para 45,24+1,84 e GPx para
21,9620,39 U/mg de proteina, quando comparados ao grupo de ratos
lesionados por CCls (SOD 11,21; CAT 27,57 e GPx 17,14 U/mg de
proteina). Entretanto, a silimarina quando comparada com o grupo
controle (SOD 19,30; CAT 52,43 e GPx 25,34 U/mg de proteina) ndo
apresentou diferenca entre eles, assim como em nosso estudo, porém com
valores diferentes. Essa diferenca pode estar relacionada ao fato de os
peixes, diferentemente dos vertebrados terrestres, estarem
constantemente expostos as EROs devido as condi¢des do ambiente
aquatico (Chow, 1991), mesmo que as condi¢es sejam controladas, o
ambiente de experimentacdo pode apresentar variagGes pontuais na
temperatura, oxigénio dissolvido, amdnia pH, iluminacdo e além do
estresse de cativeiro.

De fato, um estado moderado de estresse oxidativo induzido por
multiplos agentes estressores pode criar respostas adaptativas e melhorar
a capacidade de adaptacdo aos desafios estressantes. A presenca de
antioxidantes naturais em organismos vivos € o que lhes permitem
sobreviver em um ambiente rico em oxigénio (Surai, 2015).

Finalmente, ap6s o desafio experimental, constatamos que 28%
dos peixes tratados com Di-Heptarine S® sobreviveram ao confronto
contra 0 patdgeno bacteriano. Na avaliacdo histoldgica pos-infeccdo
(Tabela 4) observamos que algumas lesdes no figado e baco nédo
ocorreram ou ocorreram com menor intensidade, quando comparadas ao
controle. Ainda que o sistema imune dos peixes teledsteos seja menos
compreendido que os vertebrados superiores (Sunyer, 2013), essas
andlises podem nos direcionar para o entendimento destas taxas de
sobrevivéncias ao final do desafio, uma vez que, em peixes de agua doce
0 bago é um dos principais 6rgaos linfoides (Zapata et al., 2006), e o
figado é um 6rgdo primério envolvido na biotransformacéo de substancias
toxicas (Surai, 2015).
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2.5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez os resultados
dos efeitos da suplementacdo de 0,1% de silimarina em dietas para
Oreochromis niloticus. A administracdo da silimarina como aditivo
alimentar desenvolveu efeitos hepatoprotetores nos peixes, como menor
dilatagdo sinusoidal, infiltrados eosinofilicos e linfocitarios no figado
bem como aumento do numero de trombocitos sanguineos.
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Figura 3: Imagens histoldgicas do intestino de tilapia-do-nilo. (A) Secgdo do intestino
de tildpia grupo controle no 54° dia, onde € possivel observar as células caliciformes
e a presenca de infiltrados eosinofilicos; (B) Seccdo do intestino de tilapia grupo
hepatoprotetor no 54° dia, onde é possivel observar as células caliciformes; (C)
Seccéo do intestino de tilapia grupo controle apds o desafio experimental, sendo
possivel observar grande quantidade de células caliciformes; (D) Secgdo do intestino
de tilapia grupo hepatoprotetor ap6s o desafio experimental, com células caliciformes
em grande quantidade ; (E) Corte histolégico do figado do grupo controle no 54° dia,
com a presenca de lesdes como esteatose, infiltrados eosinofilicos e necrose; (F) Corte
histoldgico do figado do grupo hepatoprotetor no 54° dia, é possivel observar a
integridade do tecido do 6rgdo na imagem. Coloracédo H&E.
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Figura 4: Histologia do tecido hepético de tilapias-do-nilo apés o desafio
experimental. Na imagem é possivel observar microesteatose no tecido do figado dos
peixes de ambos os grupos. A controle e B hepatoprotetor.
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RESUMO

Este estudo avaliou um composto biopromotor em tilapias-do-nilo
Oreochromis niloticus, contra o patdgeno bacteriano Streptococcus
agalactiae sorotipo Ib por meio de diferentes vias de aplicagdo: oral,
imersdo e intraperitoneal, em comparacdo a um grupo controle basal e um
grupo controle imunizado com vacina comercial. Foram utilizados 315
juvenis de tilapias-do-nilo com aproximadamente 45 dias de vida e peso
médio inicial de 0,72+0,04 g. Os tratamentos foram distribuidos em
triplicatas inteiramente ao acaso em 21 unidades experimentais em um
sistema de recirculacdo de dgua durante 62 dias. Neste periodo, foram
fracionadas diferentes doses do biopromotor para cada via de aplicagéo.
Na via oral, foram adicionados 100 puL e 200 pL do biopromotor para
cada grama de racdo ofertada; para o banho de imersdo foram utilizados
500 mL e 1000 mL do biopromotor diluidos em 45 L e 40 L
respectivamente; e para injecdo intraperitoneal, 200 uL por peixe. Apés
54 dias de experimento foram coletadas amostras para analises
hematoldgicas, imunolégicas, histoldgicas e enzimaticas. No dia 55 os
peixes foram desafiados com S. agalactiae, para que fosse verificada a
eficacia do biopromotor e o possivel aumento da resisténcia ao patégeno
bacteriano, bem como alteracGes fisioldgicas nos peixes. Ao final do
experimento diferencas hematoimunoldgicas, histolégicas e enzimaticas
foram observadas entre os grupos. Nas analises realizadas antes da
infeccdo os animais tratados com o biopromotor apresentaram melhorias
no aspecto sanitario, verificadas através do incremento no nimero de
trombdcitos e neutrofilos em comparacdo aos peixes do grupo controle.
Apos a infeccdo experimental 0s peixes dos grupos tratados apresentaram
aumento na quantificacdo de hematdcrito, eritrcito, trombdcito,
leucocito e neutréfilo em relacdo aos peixes do grupo controle. A
histologia revelou que os peixes tratados apresentaram maior integridade
nos 6rgaos apds o desafio com o patdgeno, indicando que esses animais
estavam mais preparados para o confronto com a bactéria. A atividade da
catalase foi aumentada nos peixes dos grupos tratados, onde o tratamento
IntraVet foi igual ao controle positivo IntraCom. Todos os resultados
desse estudo indicam que as tilapias que receberam o biopromotor
desenvolveram melhorias nos mecanismos do sistema imune,
caracterizando um quadro imunomodulatério nos animais.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, vacina, bacteriose, sanidade.
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ABSTRACT

This study evaluated a biopromoter in Nile tilapia Oreochromis niloticus
against the bacterial pathogen Streptococcus agalactiae serotype Ib by
different routes of application: oral, immersion and intraperitoneal, as
compared to a basal control group and a control group immunized with
commercial vaccine. A total of 315 juveniles of Nile tilapia with
approximately 45 days of life and initial mean weight of 0.72+0.04 g were
used. The treatments were randomly distributed in triplicates in 21
experimental units in a water recirculation system for 62 days. In this
period, different doses of the biopromoter were fractionated for each route
of application. In the oral route, 100 uL and 200 pL of the biopromoter
were added to each gram of feed offered; for the immersion bath 500 mL
and 1000 mL of the biopromoter diluted in 4.5 L and 4.0 L respectively
were used; and for intraperitoneal injection, 200 uL per fish. After 54 days
of the experiment, samples were collected for hematological,
immunological, histological and enzymatic analyzes. At day 55 the fish
were challenged with S. agalactiae, to verify the efficacy of the
biopromoter and the possible increase in bacterial pathogen resistance, as
well as physiological changes in the fish. At the end of the experiment,
hematoimmunological, histological and enzymatic differences were
observed between groups. In the analyzes performed before the infection
the animals treated with the biopromoter presented improvements in the
sanitary aspect, verified by the increase in the number of thrombocytes
and neutrophils in comparison to the fish of the control group. After the
experimental infection the fish in the treated groups showed an increase
in the quantification of hematocrit, erythrocyte, thrombocyte, leukocyte
and neutrophil in relation to the fish of the control group. Histology
revealed that the treated fish presented greater integrity in the organs after
the challenge with the pathogen, indicating that these animals were more
prepared for the confrontation with the bacterium. Catalase activity was
increased in fish from the treated groups, where the IntraVet treatment
was equal to the IntraCom positive control. All the results of this study
indicate that the tilapias that received the biopromoter developed
improvements in the mechanisms of the immune system, characterizing
an immunomodulatory framework in the animals.

Key words: Oreochromis niloticus, vaccine, bacteriosis, sanity.
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3.1 INTRODUCAO

As doencas de origem bacteriana sdo as principais causas de
perdas em cria¢cOes de tilapias, onde a espécie Streptococcus agalactiae
apresenta o maior percentual de diagndsticos positivos (82%) entre as
bacterioses (MSD Animal Health, 2012). S. agalactiae é uma bactéria
gram-positiva com predilecdo para infectar peixes cultivados em aguas
com temperaturas iguais ou superiores a 31 °C, causando septicemia,
meningoencefalite, hemorragias, opacidade na cornea e escoliose. No
Brasil a tilapicultura é predominante e surtos de S. agalactiae sdo os
grandes causadores de doengas (Pretto-Giordano et al., 2010; Amal;
Zamri-Saad, 2011; Pereira et al., 2013; Yi et al., 2014).

A preparacdo bioldgica é uma estratégia dentro da aquicultura e
tém como objetivo proporcionar uma resposta imunitaria forte a um
antigeno administrado, que seja capaz de produzir prote¢do contra o
patégeno a longo prazo (Amal; Zamri-Saad, 2011). No mercado mundial
ha vacinas disponiveis em 40 paises para mais de 17 espécies de peixes,
sendo 22 para prevencao de bacterioses. Apesar deste panorama mundial,
a vacinacdo ndo é uma pratica comum em paises como a China, por
exemplo, que é um grande produtor aquicola (Brudeseth et al., 2013). Os
desafios do desenvolvivmento de vacinas para peixes esta enfocado em
somente patogenos especificos, no entanto, devido aos patdégenos
emergentes, é necessario que a imunomodulacdo ocorra de forma a
abranger uma maior gama de patogenos.

A extensdo da resposta imunitaria dos peixes esta relacionada as
condigdes fisiolégicas do animal, com os métodos de preparo dos
biopromotores, com as doses e com as vias de aplica¢cbes dos mesmos.
Geralmente o0s peixes podem ser imunizados por injecdes
intraperitoneais, via oral ou banhos de imersdo; tendo cada um destes
métodos as suas vantagens e desvantagens em relacdo ao nivel de
protecdo, efeitos secundarios, praticidade e rentabilidade (Gudding et al.,
1999; Li et al., 2015).

O uso de biopromotores em pisciculturas requer informagdes
sobre fatores ambientais (componentes do hospedeiro-patdgeno-meio
ambiente) e o estado fisiolégico do peixe (medidas de hematocrito,
leucdcritos, niveis de atividade de neutrdfilos e fagociticos), pois, podem
determinar a capacidade do peixe para resistir as doencas. Além disso, 0s
biopromotoeres podem induzir atividades elevadas nos mecanismos de
defesa inespecificos, como aumento da atividade oxidativa de neutréfilos,
aumento de atividade de células fagociticas ou potencializacéo de células
citotoxicas. Nos casos em que os surtos de doencas sdo ciclicos e
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previsiveis, 0s prejuizos podem ser reduzidos ao elevar os mecanismos de
defesa inespecificos dos animais, e 0s biopromotores podem ser usados
em antecipacao desses eventos para prevencdo de doencas. Sendo assim,
0s biopromotores possuem um enorme potencial de uso em fazendas
aquicolas para reduzir os danos causados por doencas infecciosas
(Anderson, 1992; Magnadottir, 2006).

Devido a grande diversidade de peixes que estdo sendo
cultivados, diferencas consideraveis podem ser encontradas entre alguns
elementos importantes do sistema imunolégico. Embora, essas diferencas
possam ter impacto em estratégias especificas, como o desenvolvimento
de vacinas, a resposta imune global geralmente é similar entre as espécies
de peixes (Pohlenz; Gatlin, 2014). Apesar de, a maioria das vacinas
bacterianas tenham se demonstrado eficientes, os esforcos de pesquisa
ainda sdo necessarios para o desenvolvimento e aperfeicoamento de
vacinas e/ou bioprodutos similares que possam ser utilizados na
aquicultura e que sejam verdadeiramente eficazes para 0s peixes
teledsteos (Caipang et al., 2014), e para as diferentes enfermidades
(Embregts; Forlenza, 2016).

Dessa forma, pesquisas que visem o desenvolvimento de novas
tecnologias, produtos e estratégias que possibilitem um incremento na
resisténcia da tilapia-do-nilo se tornam necessarias e indispensaveis,
permitindo assim, o crescimento sustentavel da piscicultura mundial.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracéo oral,
intraperitoneal e banho de imersdo de um biopromotor e verificar
possiveis melhorias sobre os parametros hematol6gicos, imunolégicos,
histolégicos e enziméticos de tilapias-do-nilo, além de realizar um
enfrentamento do patégeno Streptococcus agalactiae ao final do periodo
experimental, bem como avaliar o desempenho zootécnico dos animais.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Delineamento experimental

O experimento foi iniciado com alevinos de tilapias-do-nilo com
peso inicial de 0,72+0,04 g e conduzido durante 62 dias. Um total de 315
juvenis foram distribuidos em 21 unidades experimentais de 80 L,
totalizando 15 animais por tanque. Os peixes foram aclimatados durante
dois dias e distribuidos casualmente em 7 tratamentos, todos em
triplicatas. As unidades experimentais estavam dispostas em um sistema
de recirculacdo de agua com filtro fisico e biolégico conforme Owatari et
al. (2018), aquecimento central de 4gua, além de tratamento por radiacéo
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ultravioleta (UV) e com fotoperiodo de 12 h. Foram monitorados o
oxigénio dissolvido, temperatura, pH, aménia total e toxica, nitrito e
alcalinidade. Para realizacdo do experimento, foi utilizada racéo
comercial da marca Nicoluzzi® (40 g kg " de proteina bruta, 125 g kg *
de umidade, 50 g kg de extrato etéreo e 35 g Kg™* de fibra bruta) capaz
de atender as exigéncias nutricionais da tilapia-do-nilo. Os peixes foram
alimentados a uma taxa inicial de 16% da biomassa (racdo em po) e
terminando em 6% da biomassa (racdo 2,6 mm). A racao foi dividida em
5 porgoes e fornecida ao longo do dia em intervalos de 2 h.

O Gamaxine®, elaborado a partir de produtos da fermentagéo de
Bacillus subtilis (ATCC 6633) inativado 50 mL 0,1 L e parede de
levedura 0,5g 0,1 L, foi administrado de trés formas: via intraperitoneal
em um momento com dose Unica; via banho de imersdo em dois
momentos e via oral incorporado & ragdo também em dois momentos.
Além disso, foram estabelecidos um grupo controle positivo, o qual foi
imunizado com a vacina comercial AQUAVAC® e um grupo controle
basal, o qual recebeu somente a racdo comercial. Aos 54 dias de
experimentacdo, amostras foram coletadas para analises hematolégicas,
imunoldgicas, histolégicas e enzimaticas. Apds, foi realizado um desafio
experimental de resisténcia contra a bactéria S. agalactiae e avaliadas as
alteragdes na estrutura dos drgdos internos e na composicdo sanguinea
com analises histologicas, hematoldgicas e imunoldgicas, além da
resisténcia dos animais infectados com a bactéria patogénica. O
procedimento experimental com os animais foi aprovado pela comissédo
de uso de animais e protocolado sob 0 CEUA n° 9594280417.

3.2.2  Vias de aplicacdo do biopromotor experimental
3.2.2.1 Intraperitoneal

A aplicacdo do biopromotor via intraperitoneal foi realizada no
41° dia do experimento, 14 dias antes do desafio de infec¢do, onde os
peixes foram confrontados contra o patdgeno bacteriano S. agalactiae.
Uma vacina comercial, AQUAVAC®, foi aplicada no grupo controle
positivo. A dose aplicada do biopromotor experimental (IntraVet) foi de
200 pL por peixe e da vacina comercial (IntraCom) 50 L por peixe como
recomendado pelos fabricantes. No dia da aplicacdo das doses
intraperitoneais, um peixe de cada tanque dos tratamentos IntraVet e
IntraCom foi retirado dos grupos e submetido aos mesmos procedimentos
de vacinagdo, porém com uma dose de solugdo fosfato-salina (PBS -
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phosphate buffered saline) e mantido em outro tanque separado a titulo
de controle p6s-vacinacao.

3.2.2.2 Imersao

Na via de imersdo os banhos ocorreram em dois momentos
distintos do experimento. O primeiro banho foi realizado no inicio
experimento (dia zero) e o segundo banho aos 45 dias de experimentacéo.
Também foram aplicadas duas concentracdes diferentes do biopromotor
nos banhos. Uma dose de 1000 mL do produto em 4,0 L de agua (Imersédo
1) e a outra dose de 500 mL do produto em 4,5 L de agua (Imerséo 2), nas
quais 0s peixes permaneceram por 20 minutos.

3.2.2.3 Oral

Na via oral as doses foram aspergidas diretamente na ragdo. Os
peixes receberam a ragdo contendo o biopromotor por dois dias
consecutivos, em dois momentos diferentes no decorrer do periodo. A
primeira alimentagdo contendo o aditivo biopromotor foi ofertada nos
dias 30 e 31 e a segunda nos dias 45 e 46 do experimento. A incluséo do
produto a racdo foi realizada 30 minutos antes do manejo alimentar.
Foram utilizadas duas dosagens distintas. Uma dose definida em 100 pL
(Alim 1) do produto por grama de racdo e outra em 200 pL (Alim 2) do
produto por grama de ragdo (Tabela 1).

Tabela 1: Tratamentos definidos para as doses e vias de aplicacdo do biopromotor.
Imerséo 1 (dose de 1000 mL), Imersdo 2 (dose de 500 mL); IntraVet (intraperitoneal
vetanco); IntraCom (intraperitoneal comercial); Alim 1(oral dose de 100 pL) e Alim
2 (dose de 200 pL) e Controle

Tratamentos Desafio Vias Réplicas
Imersdo 1 Sim 2 banhos (dia 0 e dia 45) 3
Imersdo 2 Sim 2 banhos (dia 0 e dia 45) 3
IntraVet Sim Injecdo Gamaxine® 3
IntraCom Sim Injecdo AQUAVAC® 3
Alim 1 Sim Oral (dias 30 e 31/45 e 46) 3
Alim 2 Sim Oral (dias 30 e 31/45 e 46) 3
Controle Sim 3
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3.2.3 Coleta de material

Duas coletas de material bioldgico foram realizadas. A primeira
foi efetuada no 54° dia ap6s o inicio do ensaio. Para verificar o estado de
salde dos animais antes da infecgdo, foram coletadas amostras para
analises hematoldgicas, imunoldgicas, histoldgicas e enzimaticas. No 55°
dia os peixes foram desafiados com S. agalactiae, conforme descritos na
secdo 6.2.4. A segunda coleta ocorreu entre os dias 56 e 62 do ensaio
(50% de mortalidade do lote ou até a estabilizacdo da curva de
mortalidade). Ap6s o desafio foram coletadas amostras para analises
hematoldgicas, imunoldgicas e histologica. Os peixes foram submetidos
ao procedimento anestésico profundo com eugenol e a retirada do
material para analise foi feita de maneira asséptica para que nao ocorresse
contaminacdo cruzada entre os tratamentos.

3.2.4  Desafio experimental

No 54° dia do experimento os peixes atingiram o0 peso
aproximado de 50 g, peso no qual os animais estdo mais suscetiveis as
doencas, conforme Mian et al. (2009). A temperatura da agua foi elevada
até 31 °C e no 55° dia os peixes foram desafiados com a cepa de S.
agalactiae sorotipo Ib, cepa isolada por Facimoto et al. (2017), de surtos
de mortalidade em tilapiculturas no norte do estado do Parana.

Anteriormente, foi realizada a dose letal 50 (DLso-gen) para
verificar a concentracdo de bactéria ideal para realizar o desafio. Para isso,
40 animais foram distribuidos em 8 unidades experimentais de 30 L, com
aeracdo e temperatura controlada, totalizando cinco animais por unidade
experimental. A DLso foi realizada em duplicata e as doses testadas
foram: 1x10° 1x10%; 1x107; 1x108 CFU mL?. O S. agalactiae foi
cultivado em meio de cultura BHI (Himedia, india) a 32 ° C durante 24
h. A cultura foi centrifugada a 1.500 G 10 min-1 e o sobrenadante
descartado. O precipitado bacteriano foi ressuspenso em PBS. Apoés a
verificacdo da concentracdo das bactérias no indculo ajustado pela curva
de crescimento (concentragdo bacteriana x absorbancia) previamente
realizada, a diluicdo foi realizada para atingir a concentracéo ideal para o
desafio. A infec¢do experimental foi realizada via injecdo intraperitoneal
de 100 pL de S. agalactiae por peixe, na concentragdo de 1x107. O
controle negativo foi composto, em triplicata, por animais injetados com
solucdo de PBS e tratados de forma semelhante.
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No 55° dia do experimento 0s peixes de todos os grupos foram
desafiados com o patdgeno S. agalactiae. Foram observados os sinais
clinicos e coletadas as amostras quando verificada a mortalidade de 50%
do lote e/ou estabilizacdo da curva de mortalidade. Fragmentos de figado,
rim e cérebro foram coletados assepticamente para reisolamento da
bactéria (postulado de Koch). As amostras foram colocadas em tubos
contendo meio liquido BHI para crescimento. Posteriormente, o contetdo
foi plagueado em meio &gar triptona de soja (HiMedia) enriquecido com
5% de sangue de carneiro desfibrinado e as placas foram incubadas a 32
°C por 12 h para visualizagdo e caracterizacdo das col6nias de S.
agalactiae. O in6culo utilizado no desafio experimental continha somente
a cepa bacteriana, sem a presenca de metabolitos produzidas durante seu
preparo.

3.25 Analises
3.2.5.1 Anadlise hematoldgica e imunolégica

O sangue foi coletado por puncéo do vaso caudal com seringas
de insulina contendo anticoagulante para contagem de eritrdcitos total e
diferencial da série branca. O sangue foi utilizado para a confecgdo de
extensdes sanguineas e coradas com MayGrunwald/Giemsa/Wright -
MGGW (Ranzani-Paiva et al., 2013), para a contagem diferencial de
leucdcitos, bem como contagem total de leucécitos (WBC) e trombdcitos
pelo método indireto, segundo Ishikawa et al. (2008). Uma aliquota foi
usada para a determinagao do hematocrito (Ranzani-Paiva et al., 2013) e
0 restante para quantificacdo do nimero total de eritrécitos (RBC) em
camara de Neubauer apo6s diluicdo 1:200 em solucdo Dacie.

A concentracdo de hemoglobina foi analisada pelo método da
cianometahemoglobina (Collier, 1944). EquacGes hematimétricas foram
utilizadas para determinacdo do volume corpuscular médio (VCM) e da
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Wintrobe,
1934).

Para analises imunolégicas foi realizado um “pool” do sangue de
trés peixes, sem anticoagulante, por unidade experimental. O sangue ap6s
coagulado foi centrifugado a 1400 g durante 10 min para retirada do soro
e armazenamento a ~ 20 °C para analises imunoldgicas de atividade de
lisozima (Sankaran; Gurnani, 1972), proteina total (LabTest®),
concentragdo de imunoglobulina total (Amar, 2000) e titulo da atividade
aglutinante do soro (Silva et al., 2009).
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Para verificacdo da atividade antimicrobiana do soro, um indculo
da S. agalactiae foi crescido em BHI a 32 °C por 24 h, preparados na
concentracdo de 0,5 na escala de Macfarland e diluido em meio de cultura
pobre (PB, do Poor Broth) 100.000 vezes. Posteriormente foi realizada
diluicdo seriada do soro em meio PB no fator 1:2 até o 12° pogo. Para
controle positivo e branco, solucdo salina foi diluida em PB, da mesma
forma que o soro. Finalmente, 20 uL da bactéria foi adicionado em cada
poco da amostra diluida do soro e do controle positivo. A microplaca
contendo S. agalactiae foi incubada a 32 °C por 24 h. O crescimento dos
micro-organismos foi determinado visualmente pela observacdo da
formacédo de um botéo no fundo do pogo. A atividade antimicrobiana do
soro foi reciproca a Ultima diluicdo que apresentou atividade bactericida.

3.2.5.2 Analise histolégica

Para avaliacdo histoldgica foram coletadas amostras do figado,
intestino, baco e branquias de quatro peixes no 54° dia de experimentagéo
e de trés peixes ap6s o desafio com o patdgeno bacteriano. As amostras
foram fixadas em formalina 10%. Posteriormente as amostras foram
lavadas e desidratadas em séries crescentes de alcool etilico, clarificados
em xilol e incluidos em parafina a 60 °C para cortes de 4 um de espessura
(micrétomo PAT- 54 MR10) e colorados com hematoxilina-Eosina
(H&E). Em seguida as laminas foram montadas em meio Entellan® e
analisadas em microscopio de contraste de interferéncia de fase (DIC)
Axio Imager A.2 com o software Zen Pro (Zeiss, Gottingen, Alemanha).

Para todos os oérgdos, atribuiu-se valores as alteracBes
histoldgicas, conforme o grau de intensidade: 0 (auséncia de alteracéo), 1
(alteracéo leve, correspondendo a menos de 25% da area do 6rgdo), 2
(alteracdo moderada, 25% a 50% da area do 6rgéo) e 3 (alteracdo severa,
mais de 50% da area do 6rgdo), de acordo com o método descrito por
Schwaiger et al. (1997), ligeiramente modificado por Brum et al. (2018).

No figado, considerou-se como alteragcdes histopatoldgicas a
perda do aspecto cordonal, perda da estrutura no pancreas, hepatocito
balonoso, congestdo nos grandes vasos, congestdo nos sinusoides e no
pancreas, dilatacdo sinusoidal, hipertrofia dos hepatdcitos, infiltrado
eosinofilico, infiltrado linfocitario, hipertrofia do nucleo dos hepatécitos,
macroesteatose, microesteatose, necrose, nticleos com picnose e perda do
nucleo dos hepatdcitos. Na morfologia intestinal, foram medidos a altura
e largura de vilos, bem como o nimero dos vilos e células caliciformes,
infiltrado eosinofilico e infiltrado linfocitario. No bago, considerou-se os
centros de melanomacréfagos, melanomacrofagos, congestdo de vasos,
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infiltrado eosinofilico, infiltrado linfocitéario, esteatose e aspecto de
hemossiderina.

No tecido branquial foram consideradas as seguintes alteracoes:
aneurisma, congestdo e dilatacdo do veio central, congestdo na base da
lamela secundéria, descolamento do epitélio da lamela secundéria,
dilatagdo do seio venoso, edema justa lamelar, fusdo de lamelas
secundarias, hiperplasia interlamelar, hiperplasia da lamela secundaria,
hipertrofia das células caliciformes, infiltrado eosinofilico, telangiectasia
e epitéliocistis.

3.2.5.3 Analise enzimética

Para verificagdo da atividade enzimética, foram realizadas
andlises de quantificacdo de algumas enzimas de estresse oxidativo, como
superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa S-transferase
(GST) no figado de animais tratados e animais do grupo controle. Para
isto, foi realizado um pool de partes do tecido hepatico de quatro animais,
totalizando 100 mg de tecido por amostra. O tecido foi homogeneizado
em tampédo Tris-HCI 50 mM, KC1 0,15 M, PMSF 100 uM, pH 7,4, na
proporcao de 1 g de tecido para 5 mL de tampéo (1:5). O homogeneizado
foi centrifugado a 9000xg por 30 minutos a 4 °C. As analises enzimaticas
foram realizadas a partir da fragdo sobrenadante.

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Aebi
(1984), a qual mede a velocidade de decomposi¢do de peroxido de
hidrogénio (H20,) pela enzima através do decréscimo de absorbancia a
240 nm (¢ = 0,071 mM=1.cm™) a 25 °C. A determinagdo da atividade da
glutationa S-transferase (GST) foi realizada segundo Keen et al. (1976),
fundamentado na velocidade de formacéo do conjugado CDNB-GSH (1-
Cloro-2,4-dinitrobenzeno), realizando uma leitura em espectrofotdmetro
a 340 nm, durante 2 minutos. A atividade superdxido dismutase (SOD)
foi medida de acordo com a metodologia descrita por McCord e Fridovich
(1969).

3.2.5.4 Anélise zootécnica
Ao final do experimento foram avaliados os parametros de

crescimento especifico (TCE), eficiéncia alimentar (EA) e sobrevivéncia,
calculados de acordo com Fu et al. (1998).
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TCE (%.dia™") = [(Log(peso final) — Log(peso inicial))

dias de cultivo ]xlOO

[(Biomassa final — Biomassa inicial)

Ragdo ofertada

o [(Populagio inicial — Populagio final)
Sobrevivéncia = — x 100
Populagao inicial

3.2.5.5 Estatistica

O experimento foi projetado com um delineamento inteiramente
casualizado para testar diferencas significativas nas médias dos
tratamentos. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo. As
diferencas entre as médias dos tratamentos foram consideradas
significativas a P < 0,05 pela andlise de variancia unidirecional
(ANOVA) utilizando o software Statistica® Ocorrendo diferencas
significativas nos meios, aplicou-se o teste de Tukey. Para todos os testes
estatisticos, fixou-se nivel de significancia de 5%. Transformagdes de
dados foram aplicadas quando necessario. Todos os resultados obtidos
antes do desafio foram analisados em separado dos dados obtidos ap6s o
desafio.

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Parametros de qualidade da agua

As condicBes de experimentacdo mantiveram-se dentro dos
padrdes esperados para a manutencao da espécie em cativeiro (Popma et.
al.,1996). As varidveis de qualidade da agua permaneceram estaveis e
apresentaram as seguintes médias e desvios durante o ensaio: temperatura
28,68+0,84 °C; pH 6,86+0,31; amonia total 0,55+0,91 mg L; nitrito
0,17+0,12 mg L%; alcalinidade 26,88+15,12 mg CaCO3 L e oxigénio
dissolvido 6,60+0,45 mg L.

3.3.2  Parametros hematoldgicos e imunolégicos

Apobs 54 dias de experimentagdo o volume corpuscular médio
(VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e o
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hematdcrito apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos.
O VCM foi mais elevado no tratamento imerséo 1, diferindo de Imerséo
2, IntraCom, Alim 2 e controle, porém semelhante ao IntraVet e Alim 2.
A CHCM foi maior em IntraVet quando comparada a Imersdo 1, porém
igual aos demais tratamentos. O hematocrito em Alim 1 foi diferente do
controle, porém semelhante aos demais grupos. Os elementos figurados
do sangue eritrdcitos, linfocitos e mondcitos nao apresentaram diferencas
entre os tratamentos. Porém, o ndmero de trombdcitos foi maior em
Imersdo 1 e IntraCom quando comparados a Imerséo 2 e Alim 1. J& os
leucocitos foram aumentados em IntraCom quando comparados com
Imersdo 1. A neutropenia ocorreu em Alim 1 quando comparado aos
demais tratamentos, enquanto neutrofilia ocorreu em Imersdo 1. Os
parametros imunoldgicos proteina total do soro, imunoglobulina total,
aglutinacdo e antimicrobiano ndo apresentaram diferencas entre os
tratamentos (Tabela 2).

Diferentemente, as analises realizadas apds a infeccdo
experimental, mostraram diferencas significativas na hemoglobina entre
o0s tratamentos. A hemoglobina foi mais elevada em IntraCom quando
comparada a Imerséo 2. J4 0 VCM e CHCM nao apresentaram diferencas
entre os tratamentos. O hematdcrito foi maior em IntraCom quando
comparado a Imersdo 2, IntraVet e controle, mas similar aos demais
tratamentos. As contagens de neutréfilos ndo mostraram diferencas entre
os tratamentos. J& eritrocitos, trombdcitos, leucocitos, linfdcitos e
mondcitos diferiram entre os tratamentos. O eritrécito foi menor no
controle e IntraVet, porém, maior em IntraCom. Igualmente, trombdcito
e leucdcito foram mais elevados em IntraCom. A contagem de linfécitos
no grupo IntraCom diferiu dos demais grupos. Mondcitos foi maior no
controle e Alim 1, enquanto em IntraCom foi menor. Novamente 0s
parametros imunoldgicos proteina total do soro, imunoglobulina total,
aglutinacéo e antimicrobiano nao apresentaram diferencas significativas
entre os tratamentos (Tabela 3).

3.3.3  Parametros histoldgicos

No 54° dia as analises mostraram alterac@es histoldgicas no figado
dos peixes, com diferencgas significativas entre os tratamentos. Os peixes
do tratamento Alim 2 apresentaram menor variedades de les6es no figado.
Para a lesdo hepatdcito balonoso o tratamento IntraVet apresentou maior
grau de intensidade da lesdo quando comparado aos demais grupos e no
grupo Imersédo 2 n&o foi observada lesdo. Na congestdo dos sinusoides a
intensidade das les6es foi maior em Imersdo 1 (Figura 4F), Imerséo 2 e
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IntraVet, enquanto em Alim 1 e Alim 2 foi menor. A dilatacdo dos
sinusoides ocorreu com maior intensidade em Imersdo 2, IntraVet e
IntraCom (Figura 4E), sendo menos intensa em Alim 1 e Alim 2. A
hipertrofia dos hepat6citos ocorreu com maior intensidade no tratamento
IntraVet e IntraCom, sendo menos intensa em Imersdo 1 e igual nos
demais grupos. A microesteatose foi mais intensa em IntraVet e Alim 2
(Figura 3A) e igual entre IntraCom, Alim 1 e controle (Figura 3B). O
nucleo com picnose foi observado com maior intensidade no grupo
Imersdo 1 e IntraCom. As demais lesdes ocorreram sem diferenca
significativa entre os grupos.

No bago, aos 54 dias do experimento, foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos nas lesdes esteatose (Figura 3D) e
aspecto de hemosiderina. A esteatose na Imersao 1 foi mais severa quando
comparada ao grupo controle e igual entre os demais grupos. O Aspecto
de Hemosiderina em Alim 1 e Alim 2 (Figura 3C) foi mais intenso em
comparacdo a Imersdo 2 e IntraVet. Os infiltrados linfocitarios s6
ocorreram no grupo Alim 2. Nas demais les6es observadas no bago néo
ocorreram diferencas estatisticas entre o0s tratamentos.

As branquias dos peixes no 54° dia estavam com congestdo do veio
central mais intensa nos tratamentos Imerséo 2 e IntraCom, diferentes do
controle (Figura 4D) e Imersdo 1 que foram menores. Nos grupos Alim 1
(Figura 4C) e Alim 2 néo foi observado tal lesdo. A dilatacdo do veio
central foi mais intensa em IntraCom e Imersdo 2 em comparagdo ao
controle e Imersdo 1. Igualmente, em Alim 1 e Alim 2, ndo se observou a
lesdo. Descolamento do epitélio da lamela secundaria sé foi observado
em IntraCom. Edema justalamelar foi mais severo em IntraCom e menos
severo em IntraVet, porém igual entre os demais grupos. Os peixes do
tratamento IntraVet apresentaram menor variedades de lesdes. As demais
lesbes nas branquias ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os
grupos.

Na morfometria intestinal dos peixes (Figura 4A e 4B) ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos quanto ao nimero,
comprimento e largura de vilos, quantidade de células caliciformes e
infiltrados eosinofilicos (Tabela 4).

Nas analises histologicas pos-infeccdo mostraram que no figado os
peixes de Imersdo 1 e IntraVet apresentaram menor variedades de lesdes.
Entretanto a perda da manutencdo do aspecto cordonal foi mais intensa
em Imersdo 1, IntraVet, IntraCom e Alim 1, e menos intensa em Imersao
2, enquanto que no controle e Alim 2 foram iguais. O pancreas com &cinos
integros na sua totalidade somente foi verificado no tratamento IntraCom,
diferindo dos demais grupos, onde Imersdo 1, Imersdo 2, Alim 1 e Alim
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2 foram iguais, mas diferentes do controle e IntraVet. O aspecto balonoso
nos hepatécitos ndo ocorreu em Imersdo 1, IntraVet e controle, porém foi
mais intensa em Alim 1. Dilatacdo dos sinusoides foi igual entre Alim 1
e controle, sendo mais intensa quando comparada aos demais grupos.
Infiltrados eosinofilicos foram mais intensos em IntraCom quando
comparado ao demais grupos. O controle foi menos intenso que
IntraCom, porém, mais intenso que Imersdo 2 e IntraVet. Infiltrado
linfocitario foi menor no grupo controle quando comparado ao grupo
IntraCom. Hipertrofia dos hepatdcitos em Imerséo 2 e controle foi igual
e diferentes de IntraCom, que foi mais intenso. A microesteatose foi
muito severa em todos os tratamentos apés o desafio bacteriano,
entretanto em Alim 1 foi menos intensa quando comparada aos demais
grupos. As demais lesdes no figado ocorreram sem diferencas estatisticas
entre 0s grupos.

Ja no bago, os centros de melanomacréfagos em IntraCom e
controle foram iguais e estatisticamente diferentes de Imerséo 1, Imerséo
2 e Alim 2. Melanomacrofagos foi menor em Imersdo 2 quando
comparado ao controle, que foi mais intenso. A necrose no bago foi mais
intensa no grupo controle quando comparado estatisticamente com
Imersdo 1. Os grupos Imersdo 2, IntraVet, IntraCom e Alim 1 foram
iguais entre si. Em Alim 2 ndo ocorreu necrose esplénica. Infiltrado
eosinofilico e esteatose ndo mostraram diferencas entre 0s grupos.

A morfometria intestinal dos peixes, nas analises pés-infeccao,
indicou diferengas estatisticas entre os grupos. O nimero de vilos foi
maior em Imersdo 1 quando comparado aos demais tratamentos.
IntraCom, Alim 1 e Alim 2 foram iguais ao controle. A altura dos vilos
foi menor em Imersdo 2 e maior em Alim 1 quando comparados
estatisticamente. O ndmero de células caliciformes foi aumentado em
Alim 2 quando comparado ao controle, porém Imersdo 2, IntraVet e
IntraCom foram semelhantes ao controle. N&o ocorreu diferenga
significativa entre os grupos na largura dos vilos e na ocorréncia de
infiltrados eosinofilicos (Tabela 5).

3.3.4 Atividade enzimética

Ao final do periodo de 54 dias as andlises enzimaticas para
atividade de CAT mostraram que ocorreram diferencas significativas
entre os grupos, onde o controle e Imersdo 1 apresentaram menor
atividade quando comparados aos demais tratamentos. IntraVet e
IntraCom exibiram maior atividade. Em Imerséo 2, Alim 1 e Alim 2 a
atividade enzimética permaneceu igual. Para atividade das enzimas SOD
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e GST ndo foram evidenciadas diferencas significativas entre os
tratamentos (Figura 1).

3.3.5 Desafio experimental com Streptococcus agalactiae

Foram constatadas diferencas significativas de mortalidade entre
0s grupos (valor-p 0,0368). Apds 24 horas de desafio foi observada
mortalidade somente no grupo controle. Em 48 horas os grupos controle,
Alim 1 e Alim 2 apresentaram mortalidades. No decorrer das horas
subsequentes as mortalidades foram anunciadas pela manifestacdo dos
sinais clinicos caracteristicos da estreptococose, tais como, letargia,
opacidade da cdrnea, exoftalmia, natacdo erratica, perda do apetite,
anorexia, equimose, hemorragias. Internamente os animais apresentaram
ascite, petéquias no figado e liquefagdo dos 6rgdos (Soto et al., 2016). Ao
final do periodo de 192 horas o grupo IntraCom (controle positivo), o qual
0s peixes foram imunizados com a vacina comercial Aquavac, nao
apresentou mortalidades, ou seja 100% de sobrevivéncia, ao contrario do
grupo controle, onde 0s peixes morreram na sua totalidade. Nos demais
grupos ao final de 192 horas ocorreram taxas de sobrevivéncias variadas.
11,1% para Alim 1; 16,7% para IntraVet; 40,7% para Alim 2; 41,4% para
Imersdo 2 e 47,4% para Imersao 1 (Figura 2). A bactéria S. agalactiae foi
isolada dos tecidos do figado por meio do postulado de Koch.

3.3.6  Desempenho zootécnico

Durante o periodo do experimento, de maneira geral, ndo foram
observadas alteracdes de comportamento nos cardumes dentro dos
tanques e os peixes se alimentaram normalmente durante o periodo. Os
animais dos tratamentos Alim 1 e Alim 2 aceitaram prontamente a dieta
com o biopromotor nos dias de aplicagdo das doses via ragéo. Ao final do
periodo de 54 dias (Tabela 6) os grupos Alim 1 e Alim 2 alcancaram
maior peso médio final entre os tratamentos.
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Tabela 2: Parametros hematoimunol6gicos (média + desvio padréo) da tilapia-do-nilo
apos 54 dias do experimento. Na imersdo 1 = 500 mL do biopromotor diluido em 4,5
L de &gua; em imersdo 2 = 1000 mL do biopromotor diluido em 4,0 L de agua;
IntraVet = injecdo intraperitoneal de 200 pL por peixe; IntraCom = injecdo
intraperitoneal de Aquavac 50 uL por peixe (controle positivo); Alim 1 = via oral 100
uL do biopromotor e Alim 2 = via oral foram adicionados 200 pL do biopromotor a
cada grama de racéo oferecida e grupo controle; VCM = volume corpuscular médio,
CHCM = concentragéo de hemoglobina corpuscular média. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05).

Imersdo | Iersdo? Intrallet IntraCom Alim1 Alim2 Controle Valor-p
Hemoglobina (zdl)* 11992030 13392066 1437=180 13342228 13232016 13462193 1207=045 0208434
ML) 3121480 1680314510 18466221 T30 15353204 00 19640211880 153007400 15100214100 0019680
CHCM (g )" 0612029 36930190 30,6820 66 JT032237 31814t 3R7=18B 3TRSELAM 0014943
Hematoerito (%) 0253800 373AS6Y  3TIRI06Y 368461 4000622 353BA04 3367190 000844

Dipicios (L9 208011 23000 224008 23048 2204 234000 220012 0376438
Tombicio («JF )7 0ATF  BORIE M4 NI B3P NV 0SS 00041
Lwbein (<F )Y U2 GIETIE DRI @RI DI T4 TN 0010
Newdflo (P L) OBLEF  G2RLP 4TS TRLAP BIBOSE  TTRLA SBRLES 001619
Lo (06 L) WASG508 10336921 98ARSS USIEROR IOOB06IL 146437 093ERM 0197860
Modeios (+IFal® BIL1E S0RI0T T2 43608 TIRIM 4GS 6IRLS 0466378
Puganiddoo®  BHED  WIRAT MMM BESN  BTE3N BEG IE800 0959
huogbidra o™ O9BILA 626418 9W 18IS ITHLE 1065 19287 05390
Aghdiacio LOR0AT 406047 30R0B ISR0E 3003 300 330N 0976
Antimicrobiano Q0000 900000 93R03  S0R00)  BMLIS 9603 9003 04N

<

Tabela 3: Pardmetros hematoimunoldgicos (média + desvio padréo) da tilapia-do-nilo
apés o desafio experimental com S. agalactiae. Na imersdo 1 = 500 mL do
biopromotor diluido em 4,5 L de 4gua; em imersdo 2 = 1000 mL do biopromotor
diluido em 4,0 L de agua; IntraVet = injecdo intraperitoneal de 200 uL por peixe;
IntraCom = injecdo intraperitoneal de Aquavac 50 pL por peixe (controle positivo);
Alim 1 =na via oral 100 puL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram adicionados
200 pL do biopromotor a cada grama de ragdo oferecida e grupo controle; VCM =
volume corpuscular médio, CHCM = concentragcdo de hemoglobina corpuscular
média. Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos (p
<0,05).

Imersdo | Tmersdo ] Infralet IntraCom Alim Alim1 Controle  Talorp
Hemoglobina g dl")* TEEAS 6840610 BASROTOR  OT=036  TTRR0600  T60<040% 74048 002623
VCM(L) 1783721481 L8081 173971283 163331042 1924352005 1734321199 104343397 0420926
CHCM (pdl)® B0 63=L18 BB 639115 644387 MIELAT O 38N 01T
Hematierito (%) 87133 600180 6012070 368013 32673720 LAl 2500262 0003100

Eridoios pJF ) 1GR01 ISR LSROIP 12R0IF LTELDS IS0 L401P 0008
Tombicio (xIG L) TOAN0P ME3SP QMG BUSIe  TARLEE DA 1016243 0001080
lteip (IF L)’ VZAIE 0011430 BMIP  QIATH 53RI0060  4IT0M JTORAER 000405
Newgflo()Fulh)® MG RMESE BOBL O BMI B3N8 N6 B3I 000
Lifcio (el i)' B0HSE WTREH O VIESP QOESIP ORI MG AR 00001
Mogeros(xIF L) TSN WM MU QIR MM BT RTAR 0015605
Prbundosoro®  B0E00 B2ES)  BMLTS  A010 84078 0D Il 010209
PumghbaneTotel® ML NBB 0 WSS USRS UN WL 0308530
Aghtinacdo® D603 4304 ATMO 42R03 4TRO00 SO ADMB 036N
Antimicrobiars 0006033 BOMOSE  B30ET 900000 83067  S0M000 8N 03NM
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Tabela 4: Intensidade das alterag@es histoldgicas no figado, baco, branquias e intestino
(média + desvio padrédo) da tilapia-do-nilo ap6s 54 dias de experimento. Na imersao
1 =500 mL do biopromotor diluido em 4,5 L de agua; em imersao 2 = 1000 mL do
biopromotor diluido em 4,0 L de 4gua; IntraVet = inje¢do intraperitoneal de 200 uL
por peixe; IntraCom = inje¢do intraperitoneal de Aquavac 50 puL por peixe (controle
positivo); Alim 1 = na via oral 100 uL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram
adicionados 200 pL do biopromotor a cada grama de ra¢éo oferecida e grupo controle.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p <0,05). (0)
indicam auséncia de les&o.

Lesies no Figado Imersiio | Imerséin IntraVet InraCom_ Alim | Alim 2 Controle Valar-p
Perda do aspect cordonal 1.870.22 185022 200018 L7=021 213018 173=021 200021 0742138
Perda dn estrutura nos péncreas ™ 0,13:0,00 013010 0 024011 0.06=0.06 0 0 0098131
Hepaticito balonoso ™ 0,13:0,00 0 003034 0330100 081021 047022 041=017 0020330
Congestéio de grandes vasos ™ 127018 1,46£0.22 1072006 153015 181021 147019 20=014 0125064
Congestéio db pincreas ns 1,40=0.16 1,38=0.21 120,15 147017 1g3020 147010 123016 0609188
Congestéio dos simusoides " 133013 162014 130014 1410120 088013 0870130 LI2=007% 0000277
Dilatagdio sinusoidal* 1,000,145 1232023 1212024 106020+ 0442018 Q470130 088:0.17% 0009330
Infiltrado eosingfilica™ 1132013 092018 071016 076016 113013 100014 118015 0208470
Infiltrade linfocitdrio ™ 0.7130,15 077017 093020 088019 106017 073011 100012 0668973
Hipertrofia das hepatieitas " 073023 077028 243023 171022 123021 080=0.200 088019 0.000001
Hipertrofia da niicleo dos hepatdcitos ™ [ 0.080,08 021011 0.12=0,08 0 0 006006 0170439
Macroesteatose™ 0,13=0,00 031017 020013 018010  031=013 [ 012008 0381781
Microesteatose 033013 023012 120035 0880270 0042019 113032 060,170 0024780
Necrose™ 093018 083010 107005 076014 094006 087000  082:0.10 0638602
Nitcleo com picnose " 0,13:0.05 [ 002002 015006  0,05=0,03 [ 0.06£0.06"  0.003330
Perda de nicleo dos hepaticitos ™ [ 002002 0,030.03 [ 0 [ 006006 0562716
Lestes Bago Imerstio [ Imerséio Intralet InraCom  Alim [ Alim 2 Controle Valor-p
Centro de melanomacréfagos ™ 130=0,15 0.86=0,14 122=028 138021 091009 082012 088013 0083301
Melanomacrofagos ™ 130015 114014 L1020 177026 118012 118012 L1013 0081204
Infiltrado eosinaflico ns 0.60=0,16 114014 067017 034018 073014 001000 088013 0130330
Infiltrado limfocitrio 0 0 0 0 0 0,09:0,00 0 0
Congestéio dbs vasos ™ 220=0.36 200033 178043 138029 264020 300000 280013 0065908
Bsteatose 1700300 1002022 067033 0540140 033021%  100=023  023=016" 0017472
Aspecto de Hemosidering' 1,00=033 0430200 056017 131033 1820300 133037 L000.19% 0027613
Lesties na Bringuin

Arewrisma ¥ 014014 0.130.13 0 022:0.05 01404 017007 030034 0637789
Congestiio dlz base das lamelas ™ 143020 1,23£025 067021 L1033 143030 117048 1172031 0717438
Congestio do veio central 020018 0880300 0670420 111031 0 0 017017 0010932
Dilatagiin do veio central 020:018 0880300 067=0420 L1031 0 0 033021 0016913
Descolamento da lamela secundiria™ 0 0 0 003003 0 0 0 0
Dilatagds do seio venoso ™ 0 0 0 0,10:0.03 0 0,030,035 0 0076383
Eedema justalemeler* 200031 L13=0300  083=0310  267=0.07  220:0360  133:049% 167036 0.004347
Fustio dos lamelas secunddrias 0,130,06 0 0 007004 013006 003005 017017 046187
Hiperplasia interlamelar 143020 088013 1005037 136018 137020 100037 133033 0277712

Hpemlosiadalonelaseewndivia®  029:018 038026 033021 06007 043030 03020 03031 0639860
Hpertofiadas oéhloscaliifomes® 0296018 013013 03021 0202 0703 007017 01017 0347051

Infiltrads sosinofilico ™ 0,710,138 0.380,18 030:022 044018 071018 067033 033021 074379
Telangiectasia™ 0 0.230.16 033021 033017 020:018 017007 017017 0781137
Epitélioeistis 0,20:0.13 023016 0 036008 01004 017007 0 0138077
Morfometriz do Intesting Imersiio Tmersio ] Infrallet InraCom  Alim I Alim1 Controle Valor-p
Vilos ™ 3100252 3033227 2809105 2968331 2807=131 3067312 25172130 0.640721
Altwra™ 3077720538 384493444 3308664744 40037339 3691821529 39229=4316 293.74£29.65 (0173757
Largura™ 19731037 10696204 117931120 12387661 123634664 1220521168 12825234 0639923
Células caliciformes 864£0.93 13872100 1426£231 12492088 11302091 10352037 11342143 0,104367

Inflrads eosingflco™ LOI00 LU0 091027 0B010 147005 L0007 100000 0081812
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Tabela 5: Intensidade das alteracdes histoldgicas no figado, baco e intestino (média +
desvio padrdo) da tilapia-do-nilo apds desafio experimental com S. agalactiae. Na
imersdo 1 = 500 mL do biopromotor diluido em 4,5 L de agua; em imersdo 2 = 1000
mL do biopromotor diluido em 4,0 L de 4gua; IntraVet = injecdo intraperitoneal de
200 pL por peixe; IntraCom = injecdo intraperitoneal de Aquavac 50 pL por peixe
(controle positivo); Alim 1 = na via oral 100 uL do biopromotor e Alim 2 = na via
oral foram adicionados 200 pL do biopromotor a cada grama de racdo oferecida e
grupo controle. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos
(p <0,05). (0) indicam auséncia de lesao.

Lestes o Figado Ingrsio ! Imesdol  Inballat IraCom dlim] Alm] Controle Valor-p
Ferda do aspecto corcnal” 300000 20030 300000 300000 300000 16703 2302 (023040
Ferdpdoestruiparos piveres ™ 080000 0600000 033004 0 060000 080000 167049 0.00000001
Hepatécito balomose” 0 0132013 0 030037 13303 087030 0 0,000897
Congestio de gramdes vapos ™+ 130:000 138008 100041 1802037 103 1§E033 100037 0473408
Congestin db pincrezs ™ L3020 163026 13020 180037 167033 1B 100037 06371
Congestin simusoidal 128005 06018 1202 100000 100000 06703 0302 00861
Dilatagdo dos simuoides 0 00420040 0 I 0300000 0 033021 0001103
Infilirado eosinflico” 0 008008 008008 034:004 0 I 023003 0002979
Infliracio finfoeitirio” 0 0 0 0242008 0 0 0132008 0000436
Hipartrofia dos hapatécios" 0 0,13:0.13° 0 130073 0 03033 01017 000507
Macroestaatose™ 0 0 0 010010 016016 0 008008 0373199
Microestontose” 300000 300000 300000+ 280024t 200000 300000+ 300000+ 0000004
Necrose® 030:000 030000 02008 024006 030000 030000  LIBQAT 0407633
Lesdes 10 Bago Iesbo ] Inesip]  Ipalit IraCom Alim! Ll Contrale Talsr-p
Conto demelmomaerdfagos” 1332038 133033 23030 30000 1S03M L0000 2702 000074
Melmomacrdfagos” 0300000 000100 0300000 Q30040 04006 0200000 04000 (0000998
Necroze” 067033 100000 L00000% 1000004 1,00:000% I 128025 0000668
Infilirad essingflize ™ 020000 030:000 036006 030000 018007 030000 030000 0249781
Congastio dos vasas " 260035 23033 3000000 300000 140024 00000 22073 0038303
Ectantose™ 046000 042008 030000 030000 044004 030000 03013 040607
Morfometria do mtestino Ingrsio ! Imersio]  Infralet InfraCom Alim| Alm] Controle Valor-p
Tilos* B6=106 BRI 068 196080 BT 063 0006023
Alhea’ TUNALA W3TNIE JTA0kLA000 3B AI=1B 100 42600=35T0 354218000 268 4764000 (023170
Lagwa® 1720046 115141681 1007646 M48322170 12290=068  LLBS=368 07221030 (307404
Células caticiformes” 0202470 16312069 13068 IRT2=0610 0405050 MAI=ASF 1837208 0008361
Inflirady epsingfilico ™ L0000 133033 138033 167033 100000 1303 13033 (478101
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Figura 1: Atividade especifica de enzimas antioxidantes no figado de tilapia-do-nilo
apos 54 dias de experimento. Na imersdo 1 = 500 mL do biopromotor diluido em 4,5
L de &gua; em imersdo 2 = 1000 mL do biopromotor diluido em 4,0 L de agua;
IntraVet = injecdo intraperitoneal de 200 pL por peixe; IntraCom = injegdo
intraperitoneal de Aquavac 50 pL por peixe (controle positivo); Alim 1 = na via oral
100 puL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram adicionados 200 pL do
biopromotor a cada grama de racdo oferecida e grupo controle. Catalase (CAT);
Superdxido dismutase (SOD); Glutationa S-transferase (GST).
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120 2 ab
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Tabela 6: Parametros de crescimento (média + desvio padrdo) da tilapia-do-nilo ap6s
54 dias do experimento. SGR = taxa de crescimento especifica, FE = eficiéncia
alimentar, FW = Peso Final, FL = Comprimento Final. Na imersdo 1 = 500 mL do
biopromotor diluido em 4,5 L de agua; em imersdo 2 = 1000 mL do biopromotor
diluido em 4,0 L de agua; IntraVet = injecdo intraperitoneal de 200 pL por peixe;
IntraCom = injegéo intraperitoneal de Aquavac 50 uL por peixe (controle positivo);
Alim 1 =na via oral 100 uL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram adicionados
200 uL do biopromotor a cada grama de ragéo oferecida e grupo controle.

Imersdo ] Imersiol  Intralet IntraCom Alim i Alim 2 Controlz

SGR (% dia”) 3542018 3332015 3482023 355013 339015 363012 348004

FE 071013 090005  072=0,18  090=002 089004 0842005 070001
FWW (g 3B62=2.24% 3R07=1390 34442237 3031=1480 6217=177 6333=163 33.10=1000
FL em) 143020330 14.41=026" 143820270 14412012 15132024 1520=014* 1385022

Figura 2: Grafico da mortalidade acumulada da tilapia-do-nilo ap6s infecgdo pelo
patégeno bacteriano S. agalactiae.
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Figura 3: Alteragdes histoldgicas em tilapia-do-nilo apds o 54° dia de experimentagao.
A: Tecido hepéatico de peixe grupo IntraVet com microesteatose; B: Infiltrados
eosinofilicos (seta) e necrose (cabeca de seta) em tecido hepatico de peixes grupo
controle; C: Aspecto de hemosiderina em tecido do baco de peixe do grupo Alim 1;
D: Esteatose no tecido do bago de peixe controle. Colora¢do: HH & E, Barra: 50 pum.
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Figura 4: Alteragdes histolégicas na tilapia-do-nilo ap6s o 54° dia de experimentagao.
A: Seccéo do intestino de tilapia grupo controle, onde é possivel observar as células
caliciformes; B: Secc¢do do intestino de tilapia grupo Alim 1, onde é possivel observar
as células caliciformes; C: Tecido de branquia de peixe grupo Alim 2, em perfeitas
condiges; D: Tecido de branquia de peixe grupo controle com congestdo do veio
central; E: Tecido hepatico de peixe do grupo IntraCom, presenca leve de infiltrado
eosinofilico; F: Tecido hepatico de peixe do grupo Imersao 1, onde pode ser observada
a congestdo de sinusoides (seta) e aspecto balonoso dos hepatdcitos (cabeca de seta).
Coloragdo: HH & E, Bar: 50 pm.
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3.4 DISCUSSAO

Embora o uso de antibioticos ainda seja recorrente para controlar
infeccBes bacterianas em peixes, pesquisas que buscam alternativas para
substituir os antibidticos na aquicultura sdo cada vez mais frequentes
(Amal; Zamri-Saad, 2011; Ahmadi et al., 2012; Yilmaz et al., 2013;
Shakya, 2015; Brum et al., 2017; Maji et al., 2017), e devido a grande
diversidade de peixes que estdo sendo cultivados, diferencas
consideraveis podem ser encontradas entre alguns elementos importantes
do sistema imunoldgico. (Pohlenz; Gatlin, 2014). O sistema imunolégico
dos peixes teledsteos € muito similar ao encontrado em vertebrados
superiores, constituido como um mecanismo de defesa altamente
complexo que utiliza uma ampla gama de componentes individuais
(Warr, 1995; Tort et al., 2003; Sunyer, 2013). O presente estudo verificou
0 uso de um biopromotor e seus efeitos sobre 0s mecanismos do sistema
imune de tilapias niléticas.

Os componentes alimentares ndo digeriveis podem exercer
influéncia no sistema imune do intestino por meio da estimulagdo do
metabolismo das bactérias autdctones (Gourbeyre et. al., 2011; Kiron,
2012) e na aquicultura, como imunoestimulantes, tem sido destacado
particularmente em duas espécies de peixes teledsteos, Sparus aurata e
Dicentrarchus labrax, podendo abrir as portas para o pioneirismo de um
novo modelo de componentes alternativos aos agentes antimicrobianos
(Carbone; Faggio, 2016). O estado fisioldgico dos peixes pode ser
refletido nos indices hematolégicos como hematocrito, niveis de
neutréfilos, trombacitos, pois, podem determinar a capacidade do peixe
para resistir a doencas, além disso, os imunomoduladores podem induzir
atividades elevadas nos mecanismos de defesa inespecificos, como
aumento da atividade oxidativa de neutréfilos, aumento de atividade de
células fagociticas ou potencializagéo de células citotoxicas (Anderson,
1992; Magnadottir, 2006). Na hematologia do presente estudo dois
momentos distintos foram observados, uma analise aos 54 dias e outra
apo6s o desafio. Em um primeiro momento (Tabela 2) observamos o
desenvolvimento de um quadro caracteristico de efeitos
imunomodulatérios nos animais, exibindo um aumento significativo nos
niveis hematoldgicos dos peixes tratados quando comparados ao grupo
controle, com isso, acreditamos que houve estimulacdo da resposta imune
inata dos animais.

Segundo Brudeseth et al. (2013), a administracdo de vacinas é
realizada oralmente através da racdo, por imersdo em suspensoes diluidas
e por injecdo via intraperitoneal, onde geralmente, o nivel e a duracéo da
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eficacia sdo maiores com 0 método de injecdo, porém causando mais
estresse ao peixe. Acreditamos que no presente estudo, o fator estresse,
relacionado aos manejos de aplicagdes intraperitoneal e imersdo, ndo foi
refletido no hemograma devido ao tempo decorrido entre as aplicacfes e
coleta do material para analises.

No presente estudo os resultados hematoldgicos diferem das
quantificacBes encontradas por Telli et al. (2014), quando utilizaram o
probidtico Bacillus subtilis adicionado a dieta de O. niloticus cultivadas
sob diferentes densidades; Ranzani-Paiva et al. (2004), quando
desafiaram O. niloticus com o patégeno Mycobacterium marinum; Brum
et al. (2017) quando verificaram o efeito da inclusdo do 6leo essencial de
manjericdo e gengibre na dieta de O. niloticus; e Tavares-Dias e Moraes
(2007), quando verificaram o perfil hematolégicos de Ictalurus
punctatus. Entretanto, apesar de haver uma variagdo no perfil
hematoldgico entre as diversas espécies de peixes, a resposta imune
global segue um padrdo (Pohlenz; Gatlin, 2014), ainda que as situa¢fes
de mantenca sejam diversas. No presente estudo os valores encontrados
na hematologia dos animais do grupo controle basal e do grupo controle
positivo imunizado com vacina Aquavac (IntraCom), serviram como
referéncia hematoldgica basal e como referéncia de uma situacdo de
imunomodulacéo e imunoestimulacdo para tildpias-do-nilo. Portanto, ao
compararmos 0s peixes dos grupos tratados com os grupos referéncia,
verificamos que o tratamento proporcionou uma melhora da imunidade
inata desses animais.

Ja no periodo p6s-infeccdo, as alteracdes hematoldgicas (Tabela
3), retrataram um quadro clinico caracteristico de peixes afetados pela
bactéria S. agalactiae. O nimero de neutréfilos e mondécitos apresentou-
se elevado com uma queda na quantidade de leucécitos totais, eritrdcitos,
hemoglobina, trombécitos e linfocitos em relacdo as analises pré-
infeccdo. Conforme Zachary et al. (2012), os eritrécitos séo células que
circulam por longo tempo na corrente sanguinea e quando ocorre algum
processo de inflamacdo a quantidade de eritrdcitos diminui, mas sdo
normais em tamanho e concentra¢do de hemoglobina, que é o pigmento
normal dos eritrdcitos. Assim, 0s valores de volume corpuscular médio
(VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) estdo
intimamente ligados a hemoglobina corpuscular média (HCM), dessa
maneira, excessos extracelulares de hemoglobina podem alterar esses
indices, causando um aumento artificial de HCM e CHCM. Sendo assim,
consequentemente, uma redugdo na quantidade de eritrdcitos implica em
niveis mais baixos de hemoglobina, como foi verificado no periodo pds-
infeccdo do presente estudo.
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A Trombocitopenia pode estar relacionada ao aumento do
consumo e destruicdo de trombdcitos, alteracfes na sua distribuicdo e
hemorragias. O bago, um érgdo ligado diretamente a producdo dessas
células, quando afetado por quaisquer anormalidades pode refletir no
nimero de trombécitos circulantes (Zachary et al., 2012). Isso nos leva
acreditar que a infeccdo é a principal causadora da trombocitopenia, pois,
proporcionou um quadro infeccioso agudo nos peixes e provavelmente
afetou dérgdos, como o bago.

Martins et al. (2008), ao verificarem alteracdes hematoldgicas em
tilapias infectadas experimentalmente com Enterococcus sp. mostraram
gue o numero total de trombdcitos, linfocitos e hematdcrito foram
afetados pela injecdo bacteriana. J4 Brum et al. (2017), apés desafiarem
tilapias-do-nilo suplementadas com Oleo essencial de gengibre e
manjericdo com a bactéria S. agalactiae também verificou o aumento de
neutrdéfilos circulantes e queda na quantidade de linfdcitos e leucécitos
totais, atribuindo essa alteragdo ao quadro infeccioso, onde a migracéo de
leucdcitos ocorre em direcdo aos sitios de infeccdo. Alsaid et al. (2015),
afirmam que o aumento de leucdcitos totais em tilapia hibrida
(Oreochromis sp.) infectadas por S. agalactiae trata-se de uma resposta
natural do sistema imune inato induzida pela presenga de patdgenos.
Zachary et al. (2012), também afirmam que diante de um quadro
inflamatdrio, os neutr6filos tém como objetivo eliminar micro-
organismos ou corpos estranhos. Parece que essas alteracbes podem
variar em cada situagdo, entretanto, no presente estudo acreditamos que
0s animais que receberam o biopromotor apresentaram uma melhora
consideravel nos indices hematol6gicos.

Em relagdo aos pardmetros imunoldgicos séricos, ndo houve
diferencas significativas entres os grupos tratados e o controle, nem antes
e nem apds o desafio. De mesmo modo, Brum et al. (2018), quando
verificaram os pardmetros bioquimicos sanguineos em tilapia nil6tica
suplementadas com Oleos essenciais de manjericdo e gengibre, nédo
observaram diferencas significativas entre os tratamentos para proteinas
totais séricas e imunoglobulinas e relatam que isto poderia ser um
beneficio, uma vez que ndo ha estimulo excessivo dos mecanismos de
defesa que consomem energia, sendo ativados apenas contra patdgenos.
Entretanto, no presente estudo, observamos que no periodo pds-infecgéo
a proteina sérica total aumentou em IntraCom, Alim 1 e Alim 2 com
relacdo ao periodo pré-infeccdo. Segundo Melo et al. (2009), essas
mudangas na concentragdo total de proteinas séricas podem estar
relacionadas com alteragcBes no volume plasmatico, e qualquer estresse
sofrido pelos animais pode alterar os valores totais de proteina. De mesmo
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modo, as imunoglobulinas pés-infec¢do foram aumentadas em Imerséo 1,
IntraCom, Alim 1 e Alim 2 em relacdo ao periodo pré-desafio. Segundo
Swain etal. (2006), as imunoglobulinas atuam diretamente na aglutinacéao
de patogenos. Ainda que ndo tenha ocorrido diferencas significativas
entre 0s grupos, o aumento da quantificacdo de proteinas totais e
imunoglobulinas apds a infeccdo pode nos direcionar para um
entendimento, no qual, os peixes desses tratamentos tiveram melhorias
nos mecanismos de defesa no momento em que o patdgeno foi inoculado
no organismo.

As investigacdes histopatoldgicas sdo capazes de diferenciar
lesbes em 6rgdos, induzidas por doengas ou por outros fatores ambientais.
A andlise estereotécnica fornece dados quantitativos sobre lesGes
patoldgicas, aumentando assim, a probabilidade de identificar as relagdes
de causa e efeito (Schwaiger et al., 1997). Segundo Cao et al. (2016), o
figado é o principal 6rgao responsavel pelo metabolismo de compostos
enddgenos e exdgenos sendo um dos primeiros 6rgdos alvo para a agéo
toxica de estressores. Essa informacdo corrobora com os resultados
observados no presente estudo, onde as analises histoldgicas pré-infeccdo
e pos-infeccao revelaram que o figado foi 0 6rgdo que apresentou maiores
alteragdes significativas entre os tratamentos.

O presente estudo revelou que nas analises histoldgicas do 54°
dia mais de 80% das lesGes de menor intensidades foram nos grupos
tratados. Esse fato, possivelmente, pode estar relacionado com a
administragdo do biopromotor que promoveu melhorias na salde dos
peixes desses grupos em relacdo aos peixes do grupo controle. Yunis-
Aguinaga et al. (2015), também verificaram uma melhora dos aspectos
sanitarios e imunoldgicos em O. niloticus desafiadas com S. agalactiae
apos a suplementacéo dietaria com Uncaria tomentosa, e ndo observaram
lesbes histopatologicas em branquias, intestino e figado, no entanto,
observaram que no bacgo houve hiperemia nos peixes suplementados com
as maiores concentracdes da planta. Ja Brum et al. (2018), ao
investigarem mudancas histologicas em tilapia-do-nilo suplementadas 55
dias com 6leos essenciais de manjericdo e gengibre, observaram no tecido
hepatico uma variedade de lesBes, porém os grupos diferiram
estatisticamente apenas em congestdo nos sinusoides e nicleos com
picnose.

Aos 54 dias de experimento a esteatose no baco foi mais elevada
nos grupos tratados, onde também foram observadas deposices de
pigmentos com aspecto de hemosiderina. A hemosiderina pode estar
presente na composicdo quimica de macréfagos, bem como a melanina e
a lipofuscina (Wolke et al.,, 1985). A presenca de melanina em
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macrofagos no baco pode estar relacionada a resposta imune do
organismo do peixe (Kowalska et al, 2011), entretanto o papel da
melanina nos agregados de macréfagos nédo é bem esclarecido, mas pode
estar envolvida na protecdo celular, atuando na conversao de anions (O
) em situagdes de estresse oxidativo (Wolke et al., 1985). Fishelson
(2006), ao verificar alteragcBes citomorfologicas no baco de peixes
cardinais (Apogonidae), como bioindicadores do estresse, observou que
0s centros de melanomacrofagos armazenam grénulos de melanina em
seu citoplasma e geralmente aparecem marrom ou marrom escuro devido
a hemossiderina e que, no bago de peixes de locais poluidos, 0 nimero de
centros de melanomacrofagos revelaram massas maiores de deposi¢éo de
hemossiderina em comparacdo com peixes da mesma espécie dos locais
designados como controle. No presente estudo, a presenca de maiores
deposicdes de hemosiderina no bago dos peixes dos grupos Alim 1 e Alim
2, pode ser justificada como um aumento da resposta imunolégica dos
animais nesses tratamentos, uma vez que, a quantidade aumentada de
pigmentos oriundos dos agregados de macré6fagos pode estar relacionada
com uma resposta fisioldgica contraria a algum estresse indevido sobre
0s mecanismos homeostaticos fisiol6gicos dos peixes, caracterizando um
guadro imunomodulatorio.

As analises realizadas nas branquias se deram somente no
momento pré-infeccdo, pois, havia a necessidade de verificarmos se os
tratamentos por banho de imersdo causariam algum dano ao O6rgdo.
Acreditamos que as lesdes observadas nas branquias ndo tenham relacdes
com o0s banhos, pois, invariavelmente, ocorreram em todos 0s
tratamentos. Geralmente, as lesdes mais comuns nas branquias podem
ocorrer pela presenca de contaminantes na agua, bacterioses e parasitos
(Eller, 1975).

Kiron (2012), relatou que o intestino esta associado ao sistema
imunoldgico dos peixes. A mucosa intestinal é rica em células do sistema
imunoldgico, como linfécitos, plasmaécitos, granulécitos eosinofilicos e
macréfagos e podem desencadear respostas locais. Brum et al. (2018),
observaram em tildpias suplementadas como OGleos essenciais de
manjericdo e gengibre, diferencas para infiltrado linfocitario entre os
grupos, enquanto os parametros morfométricos do intestino ndo
apresentaram diferengas. No presente estudo aos 54 dias, também néo foi
verificada nenhuma diferenca na morfometria do intestino entre os peixes
Nos grupos experimentais.

Por outro lado, apés o desafio de infecgdo experimental, as
alteragdes morfométricas foram mais significativas entre os grupos, com
destaque para as células caliciformes. Em nosso estudo, 0 aumento no
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numero de células caliciformes, observado entre os grupos no periodo
pos-infeccdo, pode estar relacionado com a aplicacdo do biopromotor,
uma vez que um nudmero de células caliciformes triplicou em Alim 2. O
muco secretado pelas células caliciformes desempenha importantes
fungdes relacionadas a imunidade, serve como barreira mecanica,
dificultando a aderéncia de organismos patogénicos (Subramanian et al.,
2007). AlteracBes na funcdo e na composicdo do muco das células
caliciformes podem estar relacionadas as toxinas de micro-organismos
patogénicos ou ativacdo de respostas imunolégicas no organismo. A
morte e a perda da mucosa epitelial ocasionam hemorragias e favorecem
a adesdo de micro-organismos infecciosos (Zachary et al., 2012).

Conforme Amal e Zamri-Saad (2011), a infeccdo por
Streptococcus ocasiona muitos sinais clinicos caracteristicos, incluindo
sinais mais proeminentes como exoftalmia uni ou bilateral e o abdémen
distendido. Os exames post-mortem dos peixes afetados revelaram
esplenomegalia e coloracdo avermelhada do baco, figado palido e
aumentado. Soto et al. (2016), ao desafiarem tilapias-do-nilo com S.
agalactiae verificaram que o figado é um dos 6rgdos mais afetados por
essa bacteriose. Essas informagfes corroboram com o presente estudo,
onde os dados observados na histologia do figado e baco ap6s a infeccéo
mostram que 0 agravamento das lesdes nesses 6rgaos foi predominante.
Entretanto, vimos que os grupos que foram tratados com o biopromotor
apresentaram menores intensidades de les6es em mais de 90% dos casos
onde ocorreram as diferencas estatisticas significativas.

Igualmente Brum et al. (2018), ao desafiarem tilapias nildticas
suplementadas com o6leos essenciais de gengibre e manjericdo com o
patogeno S. agalactiae, observaram que a severidade e significancia das
lesBes entre os grupos foi mais frequente e que os peixes tratados com
0,5% de gengibre e 0,5% de manjericio apresentaram reducdo
significativa de microesteatose, enquanto a intensidade de necrose foi
significativamente reduzida nos peixes alimentados com manjericdo a
1,5%, comparado ao controle. No presente estudo verificamos que a
necrose foi reduzida e a microesteatose agravou-se de maneira
severissima apos o desafio experimental. Segundo Chen et al. (2007), a
microesteatose pode ser verificada com frequéncia no figado de peixes
oriundos da aquacultura e ndo é necessariamente uma lesdo causada por
infeccdo, mas por inadequagdes na formulagdo de dietas comerciais. Por
outro lado, Zachary et al. (2012), relatam que o figado é responsavel pela
degradacdo metabolica de triglicérides, sendo assim, a microesteatose
provavelmente pode ter aumentado severamente devido a faléncia das
funcGes hepadticas causada pelo quadro infeccioso do desafio
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experimental, ocasionando o acumulo de lipidios no tecido hepaético,
impedindo a liberagdo dos mesmos na forma de lipoproteinas.

O periodo pés-infec¢do agravou o quadro de lesdes no bago dos
animais. Yunis-Aguinaga et al. (2015), quando utilizaram unha-de-gato
(Uncaria tomentosa) na dieta de tilapias-do-nilo desafiadas com
Streptococcus agalactiae verificaram um incremento da atividade
imunoldgica nos animais e observaram a congestdo de vasos no baco,
atribuindo o fato ao aumento da atividade desse 6rgdo para fornecer
anticorpos e imunoglobulinas. No presente estudo a congestdo de vasos
no bago foi incidente e intensa em todos os grupos, entretanto 0s grupos
tratados apresentaram maior congestdo. 1sso nos leva a crer que esses
animais estavam com atividade imunitadria aumentada devido ao
biopromotor.

As analises de atividades enzimaticas foram realizadas somente
com as amostras do tecido do figado dos peixes coletadas no 54° dia do
experimento. Um estado moderado de estresse oxidativo induzido por
multiplos agentes estressores pode criar respostas adaptativas e melhorar
a capacidade de adaptacdo aos desafios estressantes (Surai, 2015). Os
peixes, diferentemente dos vertebrados terrestres, estdo constantemente
expostos a EROs devido as condi¢cBes do ambiente aquatico (Chow,
1991), mesmo que as condi¢cdes sejam controladas, o ambiente de
experimentacdo pode apresentar variacbes pontuais na temperatura,
oxigénio dissolvido, amdnia pH, iluminagdo e além do estresse de
cativeiro. As espécies reativas de oxigénio ndo sé induzem as lesfes no
figado como também podem prejudicar o sistema de defesa no 6rgao. A
superdxido dismutase e catalase bloqueiam os efeitos oxidativos de EROs
(Zachary et al., 2012). Nos peixes, o tecido de érgédos como o figado, sdo
dotados de sistemas de defesa antioxidante constituidos por CAT e SOD
(Basha; Rani, 2003). Atli et al. (2006), verificaram a atividade enzimética
catalase em tecidos de 6rgdos de O. niloticus expostas a metais pesados e
no figado observaram aumento de 183% na atividade de CAT. Em
humanos, Beaman et al. (1985), verificaram que a catalase pode
desempenhar um papel determinante sobre a patogenicidade da bactéria
Nocardia spp., podendo elevar a resisténcia dos neutréfilos diante das
atividades microbicidas.

No presente estudo a atividade de catalase foi mais elevada nos
tratamentos IntraVet e IntraCom, onde os animais desses grupos
receberam as doses do biopromotor pela via intraperitoneal. O método de
injecdo intraperitoneal continua a ser o método mais popular de escolha
na vacinagdo de peixes e na maioria dos estudos, injetar a vacina em
peixes resultaram nos melhores resultados (Caipang et al., 2014), o nivel
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e a duracdo da eficacia sdo maiores, gerando um maior estresse ao peixe
devido a sua capacidade de depositar antigenos no local da injecdo,
mantendo, portanto, a base de contato entre antigenos vacinais e células
imunoldgicas para fortalecer e estimular respostas pré-inflamatorias e
humorais (Brudeseth et al., 2013). Sendo assim, no presente estudo, a
atividade elevada da enzima catalase no tecido hepatico dos peixes
tratados nos fazem acreditar que, possivelmente, esses animais estavam
com suas capacidades imunofisiolégicas aumentadas em respostas ao
biopromotor administrado via intraperitoneal, uma vez que a atividade da
catalase entre os peixes dos grupos IntraVet e IntraCom foi igual.

A cepa S13 (S. agalactiae) isolada em um surto de fazenda de
tilapia por Facimoto et al. (2017), se mostrou como um agente muito
patogénico de alta viruléncia. Soto et al. (2016), ao desafiarem tilapia-do-
nilo com S. agalactiae em condi¢Bes laboratoriais, observaram
mortalidades agudas apds dois dias, com sinais classicos de
estreptococose e verificaram, ainda, que as via intraperitoneal e
intramuscular representaram um método facil e rapido para administrar
com preciséo as bactérias suspensas, porém podem ser mais agressivos,
pois, as bactérias ndo sdo expostas a protecdo imune inata presente na
pele, nas brangquias e na mucosa gastrointestinal e, portanto, evitam
mecanismos importantes de defesa imunolégica caracteristica dos peixes.

Pereira et al. (2010), estudaram a viruléncia de S. agalactiae
isolada de humanos, bovinos e peixes, usando injecao intraperitoneal e
banho de imersdo como rotas de infeccdo em til&pia-do-nilo e verificaram
que as cepas analisadas dos trés hospedeiros naturais ndo apresentaram
relacdo genética, mas algumas cepas, bovina e humana, nas dosagens de
107 UFC peixe™ e 10" UFC ml! foram capazes de infectar peixes e causar
meningoencefalite quando administradas via intraperitoneal. No presente
estudo, onde utilizamos a dosagem de 107 UFC peixe™, foi verificado que
S. agalactiae foi capaz de infectar e matar 100% dos peixes do grupo
controle em até 192 horas ap6s a inoculagdo do patégeno.

Por outro lado, verificamos que todos os grupos tratados com o
biopromotor desenvolveram certa resisténcia ao patdgeno e isso talvez
esteja relacionado ao fato do biopromotor conter em sua composi¢éo
produtos de fermentacdo de B. subtilis, como a bacteriocina subtilina, que
€ um peptideo antimicrobiano que pode combater outras estirpes de
bactérias gram-positivas (Heinzmann et al., 2006). Além disso, os
metabdlitos oriundos de B. subtilis podem ser usados para melhorar o
estado imunoldgico e de salde, aumentando a resisténcia as doengas em
O. niloticus, melhorando o desempenho do crescimento (Aly et al., 2008).
Estes fatos corroboram com todos os indicios encontrados no presente
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estudo e que, o desempenho zootécnico alcangcado pelos animais dos
tratamentos Alim 1 e Alim 2, tenha ligacdo direta com a via de aplicacdo
do biopromotor, que foi capaz de estimular a mucosa intestinal,
ocasionando uma melhora nos mecanismos imunoldgicos com beneficios
diretos sobre a salide desses animais.

35 CONCLUSAO

Uso do biopromotor por meio das vias de administracdo oral,
intraperitoneal e banho de imersdo apresentou efeitos significativos em
tilapia-do-nilo,  proporcionando  alteragbes nos  mecanismos
hematoimunoldgicos dos animais, bem como amenizou danos causados
pela infeccdo por Streptococcus agalactiae, além de promover certa
resisténcia aos peixes frente ao patégeno.
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4, CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo demonstrou pela primeira vez os resultados
dos efeitos da suplementacdo de 0,1% de silimarina em dietas para
Oreochromis niloticus. A administracdo da silimarina como aditivo
alimentar desenvolveu efeitos hepatoprotetores nos peixes, como menor
dilatagdo sinusoidal, infiltrados eosinofilicos e linfocitarios no figado
bem como aumento do numero de trombocitos sanguineos. Ja o uso do
biopromotor por meio das vias de administracdo oral, intraperitoneal e
banho de imersdo apresentou efeitos significativos em tilapia-do-nilo,
proporcionando alteragBes nos mecanismos hematoimunoldgicos dos
animais, bem como amenizou danos causados pela infeccdo por
Streptococcus agalactiae, além de promover certa resisténcia aos peixes
frente ao patdgeno. Portanto, foi possivel estabelecer novas estratégias
para manutencdo sanitaria da tilpia-do-nilo (oreochromis niloticus L.)
promovendo, além do aumento da resisténcia contra streptococcus
agalactiae, prote¢do hepatica durante o cultivo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A incorporacdo do produto Di-Heptarine S® a dieta na proporgéo
de 0,1% (1 kg/tonelada) mostrou-se eficaz na manutencdo sanitaria da
tilapia-do-nilo  (Oreochromis niloticus), pois, promoveu protecao
hepética e aumento de atividade imunoldgica em juvenis de tilapia. Por
serem estes, os primeiros resultados reportados envolvendo os efeitos
hepatoprotetores da silimarina em tilapia-do-nilo, acreditamos que mais
estudos devam ser realizados para maiores investigagdes, incluindo
diferentes teores de silimarina & racdo, por exemplo.

Em relacdo ao Gamaxine®, verificamos que o mesmo foi capaz
de amplificar os parametros hematoimunol6gico em tilapias-do-nilo,
comprovando que o sistema imunoldégico dos peixes é muito similar ao
encontrado em vertebrados superiores, uma vez que, o produto foi
desenvolvido para aves. No estudo, o estabelecimento do grupo controle
positivo, onde os peixes foram imunizados com a vacina comercial
Aguavac, foi fundamental, pois, desta maneira um padrdo de animais
imunomodulados e imunoestimulados foi determinado, proporcionando
uma modelagem excelente para comparagdo. No presente estudo
verificamos que as lesdes histologicas podem ser induzidas por doencas,
por fatores ambientais ou nutricionais. Entretanto as analises histolégicas
mostraram que houve menor intensidade de lesdes nos peixes que
receberam a aplica¢do do biopromotor.

Os indicadores hematolégicos, imunolodgicos, histologicos e
enzimaticos obtidos no presente estudo nos forneceram informacdes
solidas acerca do sistema imune de tilapias nas condigdes experimentais
propostas, e que 0 mesmo é constituido por um mecanismo de protecdo
altamente complexo que dispfe de uma ampla gama de recursos e
componentes individuais. Assim, podemos afirmar que as melhorias
observadas nos peixes que passaram pelos tratamentos séo indicios fortes
de um efeito imunomodulador nos animais. Todavia, em pesquisas
futuras acerca do biopromotor Gamaxine®, seriam necessarias maiores
investigacOes para dose intraperitoneal com volume inferior a 200 pL
peixe-1 e tratamento de imersdo com tempo de banho abaixo de 20
minutos.
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