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RESUMO 

Este estudo teve como objetivo avaliar novas estratégias sanitárias, por 

meio do uso de um biopromotor por diferentes vias de aplicação (oral, 

imersão e intraperitoneal) e um hepatoprotetor adicionado na ração, em 

tilápias-do-nilo Oreochromis niloticus, comparados com um grupo 

controle basal e um controle vacinado, para verificar a possibilidade de 

melhorias no quadro sanitário da espécie e aumento da resistência frente 

ao patógeno Streptococcus agalactiae sorotipo Ib. Foram utilizados 360 

juvenis de tilápias-do-nilo com aproximadamente 45 dias de vida e peso 

médio de 0,72±0,04 g, mantidos em um sistema de recirculação de água 

durante 62 dias. Neste período, foram fracionadas diferentes doses do 

biopromotor em diferentes vias de aplicações. Na via oral, foram 

adicionados 100 µL e 200 µL do biopromotor para cada grama de ração 

ofertada; para o banho de imersão foram utilizados 500 mL e 1000 mL do 

biopromotor diluídos em 4,5 L e 4,0 L respectivamente; para injeção 

intraperitoneal, 200 µL por peixe. Para esse grupo de animais um controle 

positivo foi estabelecido, o qual foi vacinado com uma vacina comercial 

contra estreptococose. Na alimentação, 0,1% do hepatoprotetor Di-

Heptarine S® foi incorporado à ração e ofertada durante todo o período. 

Outro grupo controle foi estabelecido e recebeu somente de ração 

comercial. Todos os peixes foram alimentados com a ração comercial 

Nicoluzzi® (40% PB) específica para tilápias. No 54º dia foram coletadas 

amostras para análises hematológicas, imunológicas, histológicas e 

enzimáticas; e no dia 55 os peixes foram desafiados com S. agalactiae e 

verificada a eficácia do biopromotor e do hepatoprotetor. Amostras para 

análises hematológicas, imunológicas e histológicas também foram 

coletadas neste período do desafio para verificar possíveis alterações 

fisiológicas nos peixes. Ao final do experimento foi constatado que os 

dois produtos proporcionaram alterações no perfil hematológico, 

histológico, imunológico e enzimático dos animais, desenvolvendo certa 

resistência contra o patógeno bacteriano, visto que ao final do desafio 

experimental somente os peixes do grupo controle alcançaram taxa de 

100% de mortalidade. 

 

Palavras-chave: Aquicultura, piscicultura, sanidade, heparo proteção, 

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 μL and 200 μL 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 μL 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 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Aquicultura uma visão geral 

 

O crescimento da produção aquícola mundial de organismos 

aquáticos nos primeiros 16 anos no novo milênio diminuiu gradualmente 

e a taxa de crescimento anual média entre 2001 até 2016 foi cerca de 

5,8%, o 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 

estatísticas de aquicultura da FAO registraram uma produção global de 

110,2 milhões de toneladas em peso vivo, com um valor total estimado 

243,5 bilhões de dólares (FAO, 2018). 

Existe uma variedade muito grande de espécies de animais 

aquáticos 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 produção total de animais aquáticos. A 

aquicultura contribui cada vez mais para o abastecimento mundial de 

peixes e dentro deste cenário destaca-se a tilápia-do-nilo Oreochromis 

niloticus, que está entre os animais aquáticos mais cultivados no mundo. 

Estima-se que o cultivo da espécie esteja presente em 135 países, com 

produção anual de 4,2 milhões de toneladas (FAO, 2018). 

No Brasil a aquicultura é uma atividade em constante 

crescimento, com destaque para a piscicultura continental, que é 

predominante e responsável por cerca de 70% de toda produção aquícola. 

Estima-se que a produção continental brasileira de peixes dulcícolas 

esteja próxima de 490 mil toneladas com destaque para as regiões Norte 

(6,2%), Sudeste (12,7%) e Sul (13,1%), que apresentaram aumento em 

suas produções em 2015. No sul do Brasil destacam-se os estados do 

Paraná 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 tilápia, 25,06% de carpas, 

1,87% de jundiás, 1,87% de trutas e 3,82% de outras espécies (EPAGRI, 
2016). 

Visando maior produtividade muitos produtores optam por 

intensificar a produção, utilizando densidades elevadas, muitas vezes 

acima da capacidade suporte de seus sistemas. O aumento na 

produtividade aquícola implica diretamente na necessidade de maior 
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estocagem de animais por metro cúbico de água nos sistemas de 

produção, intensificando também a oferta de alimento.  Falhas no manejo 

alimentar, combinadas com o uso de rações inadequadas e de baixa 

qualidade nutricional, ocasionam alterações na qualidade da água, a perda 

da sanidade nas criações e o surgimento de doenças é inevitável 

(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 intensificação 

das criações trouxe um aumento importante no surgimento, dispersão e 

surto de doenças infecciosas, que as colocaram como um dos principais 

pontos críticos na indústria (ZAGMUTT et al., 2013). 

 

1.1.2 A nutrição e o sistema imune dos peixes 

 

A nutrição é um fator complexo que se inter-relaciona com o 

sistema imunológico, portanto, diretamente com a saúde dos peixes. 

Atualmente, na piscicultura moderna, já se sabe que é possível manter ou 

melhorar a saúde dos peixes por meio da oferta alimentos formulados de 

maneira mais nutritiva e adequada à cada espécie. Ao longo dos últimos 

trinta anos, indicativos científicos mostram que os nutrientes alimentares, 

bem como os aditivos, poderiam estimular o sistema imunológico dos 

peixes (KIRON, 2012). 

A percepção de como nutrição está diretamente ligada ao sistema 

imunológico é fundamental para evitar as doenças nas criações, mantendo 

o crescimento normal e da saúde dos animais. Dessa maneira, numerosos 

fatores nutricionais e regimes alimentares, desempenham papéis 

fundamentais na aquicultura intensiva, podendo afetar significativamente 

a incidência e a gravidade de uma variedade de doenças infecciosas, pois, 

a oferta de nutrientes específicos para células imunes determina a 

eficiência da resposta imunitária contra um patógeno invasor (BLAZER, 

1992; POHLENZ; GATLIN, 2014). 

A perda do estado de equilíbrio do organismo em relação as 

funções e o estabelecimento de uma condição de defesa e/ou doença são 

processos metabólicos com alto consumo de energia para o hospedeiro. 

O estado infeccioso promove uma completa mudança nas prioridades 

metabólicas em relação às necessidades de nutrientes associadas ao 
sistema imunológico. Em células imunes quiescentes, o aproveitamento 

dos nutrientes ocorre em níveis basais, apenas para manutenção celular. 

Entretanto, durante uma resposta imune a utilização de nutrientes 

essenciais aumenta drasticamente. Diante desta situação, a 

disponibilidade adequada de nutrientes específicos exerce um papel 
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fundamental no aumento e no desempenho do sistema imunológico 

(LOCHMILLER; DEERENBERG, 2000; KIRON, 2012; POHLENZ; 

GATLIN, 2014).  

As fontes exógenas de nutrientes devem fornecer níveis mínimos 

desses nutrientes específicos, para que atendam aos requisitos básicos 

necessários para o desempenho normal do sistema imunológico e para 

proteger e recuperar os tecidos de eventuais danos colaterais. Em certas 

situações, o fornecimento de nutrientes adicionais em níveis acima dos 

exigidos para manutenção e crescimento normal de peixes, ou mesmo 

fornecer alguns compostos que não são necessários, podem sustentar e/ou 

melhorar as funções do sistema imunológico, aumentando a sua eficácia 

contra um patógeno invasor. Neste sentido, existem várias ferramentas 

nutricionais que podem ser implementadas para atingir esse objetivo de 

aprimoramento do sistema imunológico (SEALEY; GATLIN, 1999; 

KIRON, 2012; POHLENZ; GATLIN, 2014). 

Entretanto, dietas comerciais com formulações inespecíficas à 

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 oxidação, reduzindo as funções 

imunológicas, provocando injúrias em órgãos diretamente ligados aos 

mecanismos de defesa como rim, timo, fígado, intestino e baço 

(LANDOLT, 1989; ZAKĘŚ, 2010; KOWALSKA, 2011). 

Os ambientes aquáticos naturais dos peixes são diversos, desta 

maneira, os animais estão em constante interação com o meio adjacente 

e, portanto, com possíveis agentes patogênicos. Nessas condições o 

sistema imunológico tende a recorrer à resposta inata para a depuração de 

um micro-organismo invasor. Todavia, nas condições de confinamento 

em fazendas, essa interação com agentes infecciosos é maior, devido às 

práticas de criações intensivas adotadas que ocasionam o 

comprometimento das barreiras de defesa primárias (muco e epiderme) 

por meio de atritos físicos, propiciando a entrada de agentes patogênicos 

aos tecidos (MAGNADOTTIR, 2006; KIRON, 2012). 

O Sistema imunológico dos peixes teleósteos é muito similar ao 

encontrado em vertebrados superiores, constituído como um mecanismo 

de defesa altamente complexo que utiliza uma ampla gama de 

componentes individuais. Evolutivamente, os peixes são considerados a 
primeira classe de vertebrados com imunidade inata e adaptativa, embora 

o último mecanismo de defesa não seja tão compreendido e elaborado 

como nos vertebrados superiores (WARR, 1995; TORT et al., 2003; 

SUNYER, 2013). É composto por duas vias principais de ação, o sistema 

imune inato e o sistema imune adaptativo. A resposta imune pode ser 
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dividida em três etapas: 1) Detecção e reconhecimento do patógeno, 2) 

Fagocitose, extermínio de patógenos e apresentação de antígenos e 3) 

Expansão imune e criação de memória imunológica. Durante uma 

resposta imune, ambas as vias (inata e adaptativa), compõem uma 

comunicação próxima, fundamental para uma proteção exitosa e 

eliminação de agentes patogênicos, por meio de um processo que envolve 

diversos componentes celulares e humorais de ambas as vias, incluindo 

neutrófilos, macrófagos, linfócitos, citosinas, imunoglobulinas, células 

dendríticas, sistema complemento entre outros. Quaisquer mudanças 

profundas na resposta imune podem ser os primeiros indícios de má 

nutrição (LANDOLT, 1989; TORT et al., 2003; KIRON, 2012; 

POHLENZ; GATLIN, 2014). 

 

1.1.3 Enfermidades na Aquicultura 

 

As doenças são responsáveis por fortes perdas econômicas em 

pisciculturas devido às mortalidades, morbidade, má qualidade do 

produto e custos associados ao uso de quimioterápicos. Os aquicultores 

são, portanto, os mais interessados em desenvolver estratégias de 

gerenciamento econômicas que possam impedir os surtos ou reduzir a 

gravidade das doenças (LANDOLT, 1989). Nos últimos anos, foi dada 

maior atenção ao desenvolvimento de estratégias nutricionais que 

influenciam positivamente a imunidade e a resistência dos organismos 

cultivados para reduzir as perdas econômicas relacionadas às doenças 

(POHLENZ; GATLIN, 2014). 

Estima-se que no Brasil os prejuízos financeiros, diretos e 

indiretos, causados por infecções parasitárias e bacterianas esteja próximo 

de US $ 84 milhões ao ano (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). As 

doenças de origem bacteriana são as principais causadoras de perdas em 

criações de tilápias, onde a espécie Streptococcus agalactiae apresenta o 

maior percentual de diagnósticos positivos (82%) entre as bacterioses 

(MSD Animal Health, 2012). 

S. agalactiae é uma bactéria gram-positiva com predileção para 

infectar peixes cultivados em águas com temperaturas iguais ou 

superiores a 31 °C, causando septicemia, meningoencefalite, 

hemorragias, opacidade na córnea e escoliose. No Brasil a tilapicultura é 
predominante e surtos de S. agalactiae são os grandes causadores de 

doenças (PRETTO‐GIORDANO et al., 2010; AMAL; ZAMRI-SAAD, 

2011; PEREIRA et al., 2013; YI et al., 2014; MARCUSSO, 2015). 

Comumente as doenças bacterianas são tratadas com uso de 

antibióticos. Temendo grandes prejuízos, muitos produtores fazem uso 
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indiscriminado de antibióticos como medidas de tratamento, causando 

danos ao meio ambiente e selecionando possíveis cepas bacterianas 

resistentes. Para evitar esses efeitos, frequentemente tecnologias são 

testadas e desenvolvidas para o combate de doenças (JATOBA, et al., 

2008; YI et al., 2014).  

Devido à grande diversidade de peixes que estão sendo 

cultivados, diferenças consideráveis podem ser encontradas entre alguns 

elementos importantes do sistema imunológico. Embora essas diferenças 

possam ter impacto em estratégias específicas, 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 existência de vários sorotipos de Streptococcus, o combate deste 

patógeno torna-se difícil e outras formas de combate às doenças 

bacterianas estão sendo desenvolvidas na aquicultura. 

 

1.1.4 Novas estratégias de sanidade aquícola 

 

O uso de imunomoduladores em pisciculturas requer 

informações sobre fatores ambientais (componentes do hospedeiro-

patógeno-meio ambiente) e o estado fisiológico do peixe (medidas de 

hematócrito, leucócritos, níveis de atividade de neutrófilos e fagocíticos), 

pois, podem determinar a capacidade do peixe para resistir a doenças. 

Além disso, os imunomoduladores podem induzir atividades elevadas nos 

mecanismos de defesa inespecíficos, como aumento da atividade 

oxidativa de neutrófilos, aumento de atividade de células fagocíticas ou 

potencialização de células citotóxicas. Nos casos em que os surtos de 

doenças são cíclicos e podem ser previstos, os prejuízos podem ser 

reduzidos ao elevar os mecanismos de defesa inespecíficos, e os 

imunomoduladores podem ser usados em antecipação à eventos 

epidêmicos para prevenção de doenças. Sendo assim, os 

imunomoduladores possuem um enorme potencial de uso em fazendas 

aquícolas para reduzir os danos causados por doenças infecciosas, 

principalmente nas fazes iniciais da vida dos peixes (ANDERSON, 1992; 

MAGNADOTTIR, 2006). 

A melhora do sistema imunológico dos peixes é comprovada 

quando tratados a partir de princípios ativos de plantas como manjericão, 
gengibre, cominho, adicionados à 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 vários parâmetros do sistema imunológico como atividade 

de peroxidase, lisozima, níveis totais de proteína, albumina e globulina, 
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causando efeito imunoestimulante ou atividade imunoestimulatória nos 

animais (AHMADI et al., 2012). 

Plantas e ervas têm seus princípios ativos utilizados para 

tratamentos e prevenção de enfermidades há séculos, sendo o cardo 

mariano silybum marianum, uma das plantas mais utilizadas em pesquisas 

relacionadas ao tratamento de doenças e distúrbios de origem hepática. S. 

marianum é membro da família 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 são 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 característica distinta do cardo 

mariano são as veias brancas do leite. As folhas do caule são menores. 

Cada haste termina em uma cabeça de flor com cerca de 5 cm de diâmetro, 

de cor vermelho-púrpura. As sementes com 5 a 8 mm de comprimento, 

peso de 30g/1000 sementes. O cardo mariano é nativo da bacia do 

Mediterrâneo e disseminado em todo o mundo. As sementes foram usadas 

por mais de 2000 anos para tratar doenças do fígado. As propriedades 

fitoterápicas desta planta estão ligadas à silimarina, que é uma mistura de 

três fenóis naturais denominados flavonolignanas (silibina, silidianina e 

silicristina), estando nas suas sementes a maior concentração de 

silimarina (KARKANIS et al., 2011). 

Muitas pesquisas já foram desenvolvidas utilizando a silimarina 

para verificação dos efeitos em fígados de ratos e humanos (FLORA et 

al., 1998; JACOBS et al., 2002; SINGH et al., 2014). No campo da 

aquicultura os estudos relacionados à silimarina e seus efeitos são 

recentes e há poucos relatos disponíveis (XIAO et al., 2017). 

Paralelamente, os biopromotores também são uma estratégia 

dentro da aquicultura e estão entre as abordagens mais viáveis para 

prevenir doenças de peixes nesse ramo de atividade. É um método 

amplamente aceito e eficaz para prevenir a maioria das doenças 

patogênicas, entre elas a infecção por S. agalactiae, prevenindo as 

mortalidades em massa de tilápias. Têm como objetivo proporcionar uma 

resposta imunitária forte a um antígeno administrado, que seja capaz de 

produzir proteção contra o patógeno a longo prazo (AMAL; ZAMRI-

SAAD, 2011; LIU et al., 2016). 

A extensão da resposta imunitária dos peixes está relacionada às 
condições fisiológicas do animal, dos métodos de preparo dos 

biopromotores, das doses e das vias de aplicações. Alguns fatores, como 

temperatura, duração e número de aplicações, tamanho do peixe e dose 

de desafio, não podem ser ignorados. Geralmente os peixes podem ser 

imunizados por injeções intraperitoneais, via oral ou banhos de imersão; 
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tendo cada um destes métodos as suas vantagens e desvantagens em 

relação ao nível de proteção, efeitos secundários, praticidade e 

rentabilidade (GUDDING et al., 1999; LI et al., 2015; LIU et al., 2016). 

Por razões práticas, os banhos de imersão e vacinas orais são 

convenientes para os peixes, especialmente para larvas e juvenis. No 

entanto, a eficiência protetora geralmente não é tão boa quanto a injeção 

intraperitoneal nas mesmas condições. A vacina pode ser parcialmente 

degradada pelos fluidos digestivos quando administrada por via oral, ou 

pode não ser suficientemente absorvida pelo corpo do peixe utilizando os 

métodos de imersão (CAIPANG et al., 2014) 

No mercado mundial há vacinas disponíveis em 40 países para 

mais de 17 espécies de peixes, sendo 22 para prevenção de bacterioses. 

Apesar deste panorama mundial, a vacinação não é uma prática comum 

em países como a China, por exemplo, que é um gigante mundial da 

aquicultura (BRUDESETH et al., 2013). No Brasil a prática de vacinação 

é emergente, contudo, a prevenção de doenças se faz necessária para 

evitar perdas econômicas severas (EMBREGTS; FORLENZA, 2016). 

Embora, a maioria das vacinas contra patógenos bacterianos tenham se 

demonstrado eficientes, os esforços de pesquisa ainda são necessários 

para o desenvolvimento e aperfeiçoamento de vacinas ou produtos 

similares que possam ser utilizados na aquicultura e que sejam 

verdadeiramente eficazes para os peixes teleósteos (CAIPANG et al., 

2014). 

Dessa forma, pesquisas que visem o desenvolvimento de novas 

tecnologias, produtos e estratégias que possibilitem incremento na 

resistência da tilápia-do-nilo frente ao patógeno S. agalactiae tornam-se 

necessárias e indispensáveis, permitindo assim, o crescimento sustentável 

da piscicultura brasileira. 

 

1.2 JUSTIFICATIVA 

 

 A piscicultura continental é uma atividade econômica em várias 

regiões do Brasil, com destaque para criação da tilápia nilótica. 

Entretanto, doenças como as bacterioses são muito comuns nesses 

sistemas de cultivos e surtos de mortalidades são frequentes nas 

propriedades. A aplicação de biopromotores já é uma realidade no setor 
piscícola brasileiro, com resultados relevantes nas taxas de sobrevivência 

dos animais tratados nas regiões afetadas por surtos de estreptococose, 

aumentando consideravelmente a lucratividade dos produtores, além de 

reduzir danos ao ambiente pela não utilização de quimioterápicos. 

Atualmente muitas indústrias do segmento de saúde animal buscam 
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inserção no mercado aquícola para encontrar soluções de cunho sanitário, 

por ser este um mercado praticamente inexplorado no setor e muito amplo 

para desenvolvimento de novos produtos. Dessa forma, torna-se 

importante a realização de pesquisas científicas que avaliem e validem o 

uso de novos produtos para tilápias no combate à S. agalactiae. 

 

1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo Geral 

 Contribuir com avanços tecnológicos no combate às doenças 

bacterianas, testando em tilápias nilóticas o uso de biopromotores para 

aumento de resistência contra S. agalactiae. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos 

 a) avaliar diferentes vias de aplicações dos biopromotores: oral, 

imersão, intraperitoneal e na dieta de tilápias; 

b) testar a eficácia da imunoestimulação por meio de desafio 

experimental frente ao patógeno bacteriano; 

c) verificar possíveis alterações no perfil hematoimunológico, 

enzimático, bem como nos órgãos dos animais, com análises histológicas; 

d) avaliar os parâmetros zootécnicos dos animais ao final do 

experimento. 

 

 

1.4  ESTRUTURA DO TRABALHO 

 

 A introdução geral está formatada conforme as normas da 

ABNT. O artigo 1 está formatado conforme as normas da revista 

Aquaculture. O artigo 2 está formatado conforme as normas da revista 

Fish Physiology and Biochemistry. 
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RESUMO 

 

O presente estudo investigou o uso da silimarina, um extrato obtido a 

partir do Cardo Mariano Silybum marianum, e seus efeitos 

hepatoprotetores e imunomoduladores em tilápia-do-nilo Oreochromis 
niloticus. A silimarina foi utilizada como aditivo alimentar adicionado à 

ração com teor de 0,1 % (1 kg/tonelada de ração) com o produto Di-

Heptarine S® (16% Silymarin phosphatide). Um total de 90 juvenis de 

tilápia com aproximadamente 45 dias de vida e peso médio de 0,72±0,04 

g, que foram divididos em dois grupos. Um alimentado com ração 

contendo o hepatoprotetor e outro com ração sem o aditivo. No 54º dia do 

experimento foram coletadas amostras para análises hematológicas, 

imunológicas, histológicas e enzimáticas como superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST). Ao final do 

ensaio (aos 55 dias após a suplementação) os peixes foram desafiados 

para verificar os efeitos da silimarina sobre os parâmetros do sistema 

imune, bem como a resistência dos animais diante da bactéria 

Streptococcus agalactiae sorotipo Ib. Durante o desafio outra amostra de 

material biológico foi realizada para análises hematológicas, 

imunológicas, histológicas Aumento no número de trombócitos foi 

encontrado para o grupo tratado, ao contrário do grupo controle. No 

fígado dilatação dos sinusoides o grupo tratado teve maior intensidade, 

enquanto o controle teve intensidade mais severa. Nenhuma alteração 

significativa foi encontrada em SOD, CAT e GST entre os grupos. As 

alterações histopatológicas, provavelmente, foram provocadas por 

toxinas de origem bacteriana como resposta dos processos inflamatórios. 

A degeneração periacinar foi menos intensa no grupo controle, enquanto 

no grupo tratado foi maior. Entretanto os infiltrados eosinofílicos e 

linfocitários ocorreram somente no grupo controle. A sobrevivência no 

grupo alimentado com a ração contendo silimarina alcançou a 

sobrevivência de 28%, enquanto no grupo controle não foi observada 

sobrevivência. Com base nesses resultados, constatamos que a silimarina 

desenvolveu efeitos hepatoprotetores em tilápias-do-nilo. 

 

Palavras-chave: peixe, hepato proteção, estresse oxidativo, cardo 

mariano, imunoestimulação, estreptococose, trombócito; dilatação de 
sinusoide; infiltrado eosinofílico; infiltrado linfocitário. 
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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 INTRODUÇÃO 

  

O fígado é o principal órgão responsável pelo metabolismo de 

compostos endógenos e exógenos e, portanto, um dos primeiros órgãos 

alvo para a ação tóxica de estressores (Cao et al., 2016). Diversos são os 

motivos pelos quais os animais durante seu cultivo podem apresentar 

danos hepáticos, dentre eles se ressalta o excesso de carboidratos nas 

dietas comerciais de peixes, um surto bacteriano e/ou mesmo um 

tratamento com antibiótico (Zaki et al., 2011; Azazza et al., 2015).  

No ramo da piscicultura poucos relatos sobre a aplicação de 

hepatoprotetores estão disponíveis. Entretanto alguns estudos mostram 

que a suplementação de silimarina pode melhorar o crescimento e a 

eficiência de absorção da proteína inserida na dieta, suprimindo o 

acúmulo de lipídios, bem como melhorar o estado de saúde da Carpa 

Capim (Ctenopharyngodon idellus) alimentada com dietas com alto teor 

lipídico, o que pode estar associado ao aumento da lipólise e da ß-

oxidação, capacidade antioxidante (Xiao et al., 2017), na truta arco íris 

(Oncorhynchus mykiss) síntese proteica em tecido hepático e fortalece o 

sistema imunológico (Banaee et al., 2011; Ahmadi et al. 2012) e no 

salmão do Atlântico (Salmo salar) fortalece a capacidade de estresse 

antioxidativo (Sanchez et al., 2016). 

As Plantas e ervas têm seus princípios ativos utilizados para 

tratamentos e prevenção de enfermidades há séculos, sendo o cardo 

mariano Silybum marianum, uma das plantas mais utilizadas em 

pesquisas relacionadas ao tratamento de doenças e distúrbios de origem 

hepática. As propriedades fitoterápicas desta planta estão ligadas à 

silimarina, que é 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 concentração de silimarina (karkanis et al., 

2011; Colturato et al. 2012). 

A silimarina nos últimos anos recebeu uma atenção maior devido 

às suas propriedades fitoterápicas sendo empregada como antioxidante 

devido aos seus efeitos anti-lipídicos peroxidativos e anti-inflamatórios 

no tratamento de várias doenças hepáticas em humanos (hepatites, cirrose 

e outras doenças), considerada em muitos casos, como uma ação 

hepatoprotetora (Flora et al., 1998; Jacobs et al., 2002).  
Esta pode atuar na eliminação direta de radicais livres como Fe+ 

e Cu+ no intestino, prevenir a formação de radicais livres inibindo 

enzimas produtoras de EROs (oxigênio reativo específico), ativar 

enzimas antioxidantes, estimular vitagenes responsáveis pela síntese de 
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moléculas protetoras, pode atuar no microambiente do intestino através 

de interações silimarina-bactérias.  

Portanto na estratégia de prevenção de doenças em animais, a silimarina 

pode ter efeitos hepatoprotetores semelhantes, tal como descritos na 

nutrição humana (Jacobs et al., 2002; Singh et al., 2014; Surai, 2015; Xiao 

et al., 2017).  

Apesar de alguns estudos estarem disponíveis na literatura, não 

há informação disponível sobre os possíveis efeitos da silimarina, 

utilizada como suplemento alimentar, em diferentes parâmetros sanitários 

de tilápia-do-nilo Oreochromis niloticus. Portanto, o objetivo do estudo 

foi avaliar o efeito da administração oral de silimarina incorporada à 

ração, em alguns parâmetros hematológicos, imunológicos, histológicos 

e antioxidantes de tilápias-do-nilo e realizar um enfrentamento do 

patógeno Streptococcus agalactiae ao final do período experimental, bem 

como avaliar o desempenho zootécnico dos animais. 

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todo o procedimento experimental realizado nesta pesquisa com 

os animais foi aprovado pela comissão de ética no uso de animais e 

protocolo CEUA nº 9594280417. 

 

2.2.1 Delineamento experimental 

 

O experimento foi iniciado com alevinos de tilápias-do-nilo com 

peso médio inicial de 0,72±0,04 g e conduzido durante 62 dias. Um total 

de 90 juvenis foram distribuídos 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 recirculação 

de água com filtro físico e biológico conforme Owatari et al. (2018), 

aquecimento central de água, aeração, além de tratamento por radiação 

ultravioleta (UV). A iluminação artificial com fotoperíodo de 12 h. 

Diariamente foram monitorados o oxigênio dissolvido, pH e temperatura. 

A amônia total e tóxica, nitrito e alcalinidade duas vezes por semana. Para 

realização do experimento, foi utilizada ração comercial da marca 
Nicoluzzi® (40 g kg -1 de proteína bruta, 125 g kg -1 de umidade, 50 g kg-

1 de extrato etéreo e 35 g Kg-1 de fibra bruta) capaz de atender as 

exigências nutricionais da tilápia-do-nilo. 

A silimarina foi incorporada à dieta na proporção 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 concentração foi capaz de generar 

proliferação celular de leucócitos de Salmo salar.   

Um grupo recebeu a ração com o aditivo à base de silimarina e o 

grupo controle recebeu somente ração comercial durante o período 

experimental. Os peixes foram alimentados a uma taxa inicial de 16% da 

biomassa (ração em pó) e terminando em 6% da biomassa (ração 2,6 mm). 

A ração foi dividida em 5 porções e fornecida ao longo do dia em 

intervalos de 2 h. 

  

2.2.2 Coleta de material  

 

Duas coletas de material biológico foram realizadas. A primeira 

foi efetuada no 54º dia após o início do ensaio, para verificar o estado da 

integridade dos animais antes da infecção. No 55º dia de experimentação 

os peixes foram desafiados com S. agalactiae. A segunda coleta ocorreu 

entre o 56º e 62º dia do ensaio. Foram coletadas amostras para análises 

hematológicas, imunológicas e histológicas em ambos os momentos e 

para análises enzimáticas somente do período pré-infecção. Os peixes 

foram submetidos a procedimento anestésico profundo com eugenol e a 

retirada do material para as análises foi feita de maneira asséptica para 

que não ocorresse contaminação cruzada entre os tratamentos.  

 

2.2.3 Análises 

 

2.2.3.1 Análise hematológica e imunológica 

  

O sangue foi coletado por punção do vaso caudal com seringas 

de insulina contendo anticoagulante para contagem de eritrócitos total e 

diferencial da série branca.  O sangue foi utilizado para a confecção de 

extensões sanguíneas em duplicata e coradas com 

MayGrunwald/Giemsa/Wright - MGGW (Ranzani-Paiva et al., 2013) 

para a contagem diferencial de leucócitos, bem como contagem total de 

leucócitos (WBC) e trombócitos pelo método indireto, segundo Ishikawa 

et al. (2008). Uma alíquota foi usada para a determinação do hematócrito 

(Ranzani-Paiva et al., 2013) e o restante para quantificação do número 
total de eritrócitos (RBC) em câmara de Neubauer após diluição 1:200 

em solução Dacie. 

A concentração de hemoglobina foi analisada pelo método da 

cianometahemoglobina (Collier, 1944). Equações hematimétricas foram 
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utilizadas para determinação do volume corpuscular médio (VCM) e da 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Wintrobe, 

1934). 

 Para análises imunológicas foi realizado um “pool” do sangue de 

três peixes, sem anticoagulante, por unidade experimental. O sangue após 

coagulado foi centrifugado a 1.400 g durante 10 min para retirada do soro 

e armazenamento a – 20 °C para analises imunológicas de atividade de 

lisozima (Sankaran; Gurnani, 1972), proteína total (LabTest®), 

concentração de imunoglobulina total (Amar, 2000) e título da atividade 

aglutinante do soro (Silva et al., 2009). 

Para verificação da atividade antimicrobiana do soro, um inóculo 

da S. agalactiae foi crescido em BHI a 32 °C por 24 h, preparados na 

concentração de 0,5 na escala de Macfarland e diluído em meio de cultura 

pobre (PB, do inglês Poor Broth) 100.000 vezes. Posteriormente foi 

realizada diluição seriada do soro em meio PB no fator 1:2 até o 12º poço. 

Para controle positivo e branco, solução salina foi diluída em PB, da 

mesma forma que o soro. Finalmente, 20 µL da bactéria foi adicionado 

em cada poço da amostra diluída 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 recíproca à última diluição que 

apresentou atividade bactericida. 

 

2.2.3.2 Análise histológica 

 

Para avaliação histológica foram coletadas amostras do fígado, 

intestino e baço de quatro peixes no 54º dia de experimentação e de três 

peixes após o desafio com o patógeno bacteriano. As amostras foram 

fixadas em formalina 10%. Posteriormente as amostras foram lavadas e 

desidratadas em séries crescentes de álcool etílico, clarificadas em xilol e 

incluídas em parafina a 60 °C para cortes de 4 µm de espessura 

(micrótomo PAT- 54 MR10) e coloradas com Hematoxilina-Eosina 

(H&E). Posteriormente as lâminas foram montadas em meio Entellan® e 

analisadas em microscópio de contraste de interferência de fase (DIC) 

Axio Imager A.2 com o software Zen Pro (Zeiss, Gottingen, Alemanha).  

Para todos os órgãos, atribuiu-se valores às alterações 

histológicas, conforme o grau de intensidade: 0 (ausência de alteração), 1 
(alteração leve, correspondendo a menos de 25% da área do órgão), 2 

(alteração moderada, 25% a 50% da área do órgão) e 3 (alteração severa, 

mais de 50% da área do órgão), de acordo com o método descrito por 

Schwaiger et al. (1997), ligeiramente modificado por Brum et al. (2018). 
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No fígado, considerou-se como alterações histopatológicas a 

perda do aspecto cordonal, perda da estrutura no pâncreas, hepatócito 

balonoso, congestão nos grandes vasos, congestão nos sinusoides e no 

pâncreas, dilatação sinusoidal, hipertrofia dos hepatócitos, infiltrado 

eosinofílico, infiltrado linfocitário, hipertrofia do núcleo dos hepatócitos, 

macroesteatose, microesteatose, necrose, núcleos com picnose e perda do 

núcleo dos hepatócitos. Na morfologia intestinal, foram medidos a altura 

de vilos, largura de vilos, bem como a quantificação dos vilos e células 

caliciformes, infiltrado eosinofílico e infiltrado linfocitário. No baço, 

considerou-se os centros de melanomacrófagos, melanomacrófagos, 

congestão de vasos, infiltrado eosinofílico, infiltrado linfocitário, 

esteatose e aspecto de hemossiderina. 

 

2.2.3.3 Análise enzimática 

 

 Para verificação da atividade enzimática, foram realizadas 

análises de quantificação de algumas enzimas de estresse oxidativo, como 

superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa S-transferase 

(GST) no fígado de animais tratados com hepatoprotetor e grupo controle. 

Para isto, foi realizado um pool de partes do tecido hepático de quatro 

animais, totalizando 100 mg de tecido por amostra. O tecido foi 

homogeneizado em tampão Tris-HCI 50 mM, KCl 0,15 M, PMSF 100 

µM, pH 7,4, na proporção de 1 g de tecido para 5 mL de tampão (1:5). O 

homogeneizado foi centrifugado a 9000×g por 30 minutos a 4 °C. As 

análises enzimáticas foram realizadas a partir da fração sobrenadante. 

 A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Aebi 

(1984), a qual mede a velocidade de decomposição de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pela enzima através do decréscimo de absorbância a 

240 nm (ɛ = 0,071 mM-1 cm-1) a 25 °C. A determinação da atividade da 

glutationa S-transferase (GST) foi realizada segundo Keen et al. (1976), 

fundamentado na velocidade de formação do conjugado CDNB-GSH (1-

Cloro-2,4-dinitrobenzeno), realizando uma leitura em espectrofotômetro 

a 340 nm, durante 2 minutos. A atividade superóxido 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 estão mais suscetíveis às 

doenças, conforme Mian et al. (2009). No 55º dia do experimento os 
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peixes de ambos os grupos, hepatoprotetor e controle, foram desafiados 

com o patógeno bacteriano S. agalactiae sorotipo Ib, cepa isolada por 

Facimoto et al. (2017), de surtos de mortalidade em tilapiculturas no norte 

do estado do Paraná. 

Foi realizada a dose letal 50 (DL50-96h) para verificar a 

concentração de bactéria ideal para realizar o desafio. Para isso, 40 

animais foram distribuídos em 8 unidades experimentais de 30 L, com 

aeração e temperatura controlada, totalizando cinco animais por unidade 

experimental. A DL50 foi realizada em duplicata e as doses testadas 

foram: 1×105; 1×106; 1×107; 1×108 UFC mL-1. O S. agalactiae foi 

cultivado em meio de cultura BHI (HiMedia, Índia) 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 (phosphate 
buffered saline). Após a verificação da concentração das bactérias no 

inóculo ajustado pela curva de crescimento (concentração bacteriana x 

absorbância) previamente realizada, a diluição foi realizada para atingir a 

concentração ideal para o desafio. A infecção experimental foi realizada 

via injeção intraperitoneal de 100 μL de S agalactiae por peixe, na 

concentração de 1×107. O controle negativo foi composto, em triplicata, 

por animais injetados com solução de PBS e tratados de forma 

semelhante. A temperatura da água nos tanques foi elevada até 31 °C. 

 Foram observados os sinais clínicos e coletadas as amostras 

quando da mortalidade de 50% do lote e/ou estabilização da curva de 

mortalidade. Fragmentos de fígado, rim e cérebro foram coletados 

assepticamente para reisolamento da bactéria (postulado de Koch). As 

amostras foram colocadas em tubos contendo meio líquido BHI 

(HiMedia, Mumbai, India) para crescimento. Posteriormente, o conteúdo 

foi plaqueado em meio ágar triptona de soja (HiMedia) enriquecido com 

5% de sangue de carneiro desfibrinado e as placas foram incubadas a 32 

°C por 24 h para visualização e caracterização das colônias de S. 

agalactiae. 
Os peixes passaram por procedimento anestésico com eugenol 

para realização do procedimento. O inóculo utilizado no desafio 

experimental somente continha a cepa bacteriana, sem a presença de 

metabólitos produzidas durante seu preparo. 

 
2.2.5 Desempenho zootécnico 

 

 Ao final do experimento foram avaliados os parâmetros de 

crescimento específico (TCE), eficiência alimentar (EA) e sobrevivência 

calculados de acordo com Fu et al. (1998). 
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𝑇𝐶𝐸 (%. 𝑑𝑖𝑎−1)  =  [
(𝐿𝑜𝑔(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙) − 𝐿𝑜𝑔(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙))

𝑑𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
] 𝑥100 

 

𝐸𝐴 =                           [
(𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)

𝑅𝑎çã𝑜 𝑜𝑓𝑒𝑟𝑡𝑎𝑑𝑎
 ] 

 

𝑆𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =   [
(𝑃𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑃𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑃𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 ] 𝑥 100 

 

2.2.6 Estatística  

 

O experimento foi projetado com um delineamento inteiramente 

casualizado para testar diferenças significativas nas médias dos 

tratamentos. Os dados foram expressos como média e desvio padrão. 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 log10 (x + 1). Um teste t de 

Student foi usado em 5% significância para verificar a diferença entre os 

grupos utilizando o software Statistica®. Nos casos em que os pré-

requisitos não foram atendidos (dados de intensidade das lesões 

histológicas), utilizou-se teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis 

seguido de teste de Dunn para comparação de médias. Todos os resultados 

obtidos antes do desafio foram analisados em separado dos dados obtidos 

após o desafio. 

 

2.3 RESULTADOS 

 

2.3.1 Parâmetros de qualidade da água 

 

 As condições de experimentação mantiveram-se dentro dos 

padrões esperados para a manutenção da espécie em cativeiro (Popma et. 

al.,1996). As variáveis de qualidade da água permaneceram estáveis e 

apresentaram as seguintes médias e desvios durante o ensaio: temperatura 
28,68±0,84 °C; pH 6,86±0,31; amônia total 0,55±0,91 mg L-1; nitrito 

0,17±0,12 mg L-1; alcalinidade 26,88±15,12 mg CaCO3 L-1 e oxigênio 

dissolvido 6,60±0,45 mg L-1. 
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2.3.2 Parâmetros hematológicos e imunológicos 

 

Após 54 dias de suplementação com o hepatoprotetor Di-

Heptarine S®, foi observado que a quantidade de trombócitos foi mais 

elevada (p=0,0013) nos peixes alimentados com o hepatoprotetor, 

diferindo do grupo controle, evidenciando uma possível proliferação 

celular nos peixes. No entanto, não foram observadas alterações 

significativas (p>0,05) nos outros elementos hematológicos. Após o 

desafio com o patógeno bacteriano Streptococcus agalactiae, não foi 

observada nenhuma diferença significativa (p>0,05) entre o grupo 

hepatoprotetor e grupo controle (Tabela 1). 

Os níveis plasmáticos de proteína total, imunoglobulinas, título 

de aglutinação e antimicrobianos não apresentaram diferenças 

significativas (p>0,05) entre os dois grupos aos 54 dias de experimento, 

bem como após o desafio com a bactéria S. agalactiae (Tabela 2). 

 

2.3.3 Histologia 

 

Após 54 dias de suplementação com o hepatoprotetor Di-

Heptarine S® não foi verificada diferença significativa (p>0,05) na 

morfometria do intestino. O comprimento, largura e número de vilos, 

quantidade de células caliciformes e o grau de lesões (infiltrados 

eosinofílicos) foram semelhantes ao grupo controle (Tabela 3).  

No fígado (Tabela 4), aos 54 dias de suplementação, os peixes 

alimentados com a dieta contendo o hepatoprotetor apresentaram 

dilatação dos sinusoides menos intensa, diferindo do grupo controle 

(p=0,0258) que apresentou maior grau da lesão. A intensidade das lesões 

quanto a manutenção do aspecto cordonal do órgão, degeneração 

periacinar, aspecto balonoso dos hepatócitos, congestão nos grandes 

vasos, congestão nos sinusoides e no pâncreas, infiltrado eosinofílico, 

infiltrado linfocitário, hipertrofia dos hepatócitos, hipertrofia do núcleo 

dos hepatócitos, macroesteatose, microesteatose, necrose, núcleos com 

picnose e perda do núcleo dos hepatócitos foram iguais entre os dois 

grupos não apresentando diferença significativa (p>0,05).  

Após a infecção, a intensidade das lesões com relação à 

manutenção do aspecto cordonal do órgão, aspecto balonoso dos 
hepatócitos, congestão nos grandes vasos, congestão nos sinusoides e no 

pâncreas, dilatação dos sinusoides, hipertrofia dos hepatócitos, hipertrofia 

dos hepatócitos, hipertrofia do núcleo dos hepatócitos, macroesteatose, 

microesteatose, necrose, núcleos com picnose e perda do núcleo dos 

hepatócitos, não revelou diferenças significativas (p>0,05) em 
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comparação com o controle. Entretanto, o grupo tratado com o 

hepatoprotetor apresentou maior intensidade na perda na estrutura do 

pâncreas, evidenciando diferença significativa (p=0,0287) quando 

comparado ao grupo controle. Os Infiltrados eosinofílicos (p=0,0001) e 

linfocitários (p=0,0224) apresentaram diferenças significativas entre os 

grupos, sendo mais intensas no grupo controle. 

As alterações histológicas no baço (Tabela 5) aos 54 dias de 

suplementação com o hepatoprotetor não evidenciaram nenhuma 

diferença significativa (p>0,05)  quando comparadas ao grupo controle, 

tanto antes, quanto após o desafio experimental com a bactéria S. 
agalactiae. 

 

2.3.4 Atividade enzimática 

 

Ao final do período de 54 dias de experimento as análises 

indicaram que a suplementação alimentar com o hepatoprotetor Di-

Heptarine S® não alterou as atividades das enzimas antioxidantes CAT, 

GST e SOD. Não foi constatada nenhuma diferença estatística (p>0,05) 

na atividade das enzimas em comparação ao grupo controle (Figura 1). A 

Catalase 87,21±30,37 U/mg proteína para o grupo tratado e 78,76±17,18 

U/mg proteína para o controle; Glutationa S-transferase 2,27±0,27 U/mg 

proteína para o grupo tratado e 2,30±0,29 para o controle; Superóxido 

dismutase 49,97±3,30 U/mg proteína para o grupo tratado e 56,79±9,62 

para o grupo controle. 

 

2.3.5 Desafio experimental com Streptococcus agalactiae 

 

 Após 24 horas de desafio foram observadas mortalidades agudas 

em ambos os grupos. No decorrer das horas subsequentes as mortalidades 

foram anunciadas pela manifestação dos sinais clínicos característicos da 

estreptococose, tais como, letargia, opacidade da córnea, exoftalmia, 

natação errática, perda do apetite, anorexia, equimose, hemorragias. 

Internamente os animais apresentaram ascite, petéquias no fígado e 

liquefação dos órgãos (Soto et al., 2016). Ao final do período de 192 h, 

não houve diferença significativa entre os grupos em relação a 

sobrevivência (Figura 2) (p>0,05).
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Figura 1: Atividade específica de enzimas antioxidantes no fígado de tilápia-do-nilo 

suplementada com hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina fosfatídeo) e 

grupo controle após 54 dias de experimento. (A) Catalase (CAT); (B) Glutationa S-

transferase (GST); (C) superóxido dismutase (SOD). 
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Tabela 1: Parâmetros hematológicos (média ± desvio padrão) da tilápia-do-nilo após 

54 dias de suplementação com o Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-

fosfatídeo) e controle. VCM = volume corpuscular médio, CHCM = concentração de 

hemoglobina corpuscular média, TPP = proteína plasmática total. (*) indicam 

diferença significativa entre os tratamentos (p <0,05). 

 
 

 

  
Tabela 2: Parâmetros imunológicos séricos (média ± desvio padrão) da tilápia-do-nilo 

após 54 dias de suplementação com Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-

fosfatídeo) e grupo controle. 
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Tabela 3: Morfometria intestinal (média ± desvio padrão) de tilápia-do-nilo após 54 

dias de suplementação com Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-

fosfatídeo) e grupo controle.  

 
 

Tabela 4: Intensidade de alterações histológicas no fígado (média ± desvio padrão) 

de tilápia-do-nilo após 54 dias de suplementação com Hepatoprotetor Di-Heptarine 

S® (16% silimarina-fosfatídeo) e grupo controle. (*) indicam diferença significativa 

entre os tratamentos (p <0,05). 
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Tabela 5: Intensidade de alterações histológicas no Baço (média ± desvio padrão) de 

tilápia-do-nilo após 54 dias de suplementação com Hepatoprotetor Di-Heptarine S® 

(16% silimarina-fosfatídeo) e grupo controle. 

 

 



48 

 

Figura 2: Gráfico da mortalidade acumulada da tilápia-do-nilo após infecção pelo 

patógeno bacteriano S. agalactiae. 

  
 

2.3.6 Desempenho Zootécnico 

 

Não foram evidenciadas alterações no comportamento alimentar 

dos animais tratados. Os peixes se alimentaram normalmente durante todo 

o experimento e consumiram facilmente a dieta que continha o 

hepatoprotetor, não sendo observada nenhuma desproporção do apetite 

entre os dois grupos. Em relação aos parâmetros zootécnicos após 54 dias 

de alimentação (Tabela 6), observou-se similaridade nos resultados 

obtidos, sem diferença significativa nos índices de crescimento entre o 

grupo hepatoprotetor e o grupo controle (p>0,05). 

 
Tabela 6: Parâmetros de crescimento (média ± desvio padrão) da tilápia-do-nilo após 

54 dias de suplementação com o Hepatoprotetor Di-Heptarine S® (16% silimarina-

fosfatídeo) e controle. TCE = taxa de crescimento específica, EF = eficiência 

alimentar. 

Índices Controle Hepatoprotetor 

TCE (%) 3,48±0,04 3,55±0,03 

EF 0,70±0,01 0,71±0,03 

Sobrevivência (%) 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 DISCUSSÃO 

 

A melhora do sistema imunológico dos animais é comprovada 

quando tratados a partir de alguns princípios ativos de plantas como os de 

manjericão, gengibre e cominho adicionados à 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 os peixes que receberam a 

ração contendo silimarina apresentaram na porção figurada do sangue 

maior quantidade de trombócitos, sugerindo uma possível melhora no 

sistema imune dos animais devido a ingestão de silimarina. A 

hematologia fornece informações acerca da saúde dos peixes e esse 

aumento do número de trombócitos no sangue indica que esses animais, 

possivelmente, obtiveram um incremento na função de defesa do 

organismo através da atividade fagocítica dos trombócitos (Tavares-Dias; 

Moraes, 2004). Isso corrobora com o estudo de Ahmadi et al. (2012), que 

testou o uso de silimarina sobre alguns parâmetros imunes de 

oncorhynchus mykiss, onde o número de leucócitos aumentou 

significativamente em peixes alimentados com 0,1 g silimarina kg-1 ração 

no 15º dia e a contagem de trombócitos foi maior nos peixes alimentados 

com 0,8 e 0,1 g silimarina kg-1 ração, em comparação com os peixes do 

grupo controle nos dias 15 e 30, respectivamente, causando um efeito 

imunoestimulante ou atividade imunoestimulatória nos animais.  

Todos os animais deste estudo mantiveram-se ativos e se 

alimentaram normalmente para o padrão da espécie, idem ao observado 

por Banaee et al. (2011) quando testou a suplementação oral do estrato de 

Silybum marianum em Oncorhynchus mykiss. Em nosso estudo não foi 

verificada nenhuma alteração na performance zootécnica dos animais 

tratados em relação aos animais do grupo controle, diferentemente do 

estudo de Xiao et al. (2017), que relataram que a inclusões de 100 e 200 

mg kg-1 de silimarina na dieta promoveu uma melhora no crescimento de 

Ctenopharyngodon idellus. Estudos que investiguem melhor a influência 

da silimarina sobre o crescimento de peixes ainda são necessários, pois, 

são poucos os trabalhos publicados que verificam esta relação. 

 As análises hematológicas pós-infecção mostraram um aumento 

na quantidade de monócitos e neutrófilos circulantes no sangue dos peixes 

de ambos os grupos, contudo, sem diferença significativa entre eles. 
Diferentemente, Yamashita et. al. (2017), observaram igualdade na 

contagem de monócitos e redução na quantidade de neutrófilos no sangue 

dos peixes tratados, de 9,28×103 µL para 1,95×103 µL e no sangue dos 

peixes do grupo controle, de 6,14×103 µL para 3,86×103 µL estudando 

tilápias-do-nilo alimentadas com ração contendo Lactobacillus 
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plantarum e desafiadas com o patógeno S. agalactiae. Em nosso estudo, 

como o aumento na quantidade de monócitos e neutrófilos no sangue dos 

peixes ocorreu no período do desafio em ambos os grupos, acreditamos 

que essa alteração seja uma mudança do sistema imune, pois, estas células 

atuam diretamente na resposta inflamatória (Tavares-Dias; Moraes, 

2004), nos dando um forte indicativo que o desafio experimental com o 

patógeno bacteriano causou uma resposta imediata no sistema de defesa 

dos peixes, caracterizando o processo inflamatório ao qual os animais 

foram induzidos. 

A inclusão de silimarina à dieta dos peixes não modificou os 

parâmetros séricos plasmáticos, permanecendo iguais aos peixes do grupo 

controle, tanto antes, como depois da infecção. A administração oral de 

silimarina pode melhorar a síntese proteica no tecido do fígado dos peixes 

e uma elevação significativa dos níveis de proteína total no plasma reflete 

aumento da síntese proteica no tecido hepático (Banaee et al., 2011). Era 

esperado um incremento da proteína total nos peixes que receberam a 

alimentação suplementada com silimarina, entretanto, não ocorreu. 

Já Banaee et al. (2011), obtiveram aumentos significativos nos 

níveis de proteína total plasmática de truta-arco-íris alimentados pelas 

dietas enriquecidas com 100 e 800 mg de silimarina / kg comparados aos 

grupos controle. Sendo que existe uma correspondência entre a taxa de 

síntese proteica no tecido hepático com as concentrações de proteínas 

totais no plasma (Banaee et al., 2011), a constância dos valores em ambos 

os momentos do presente estudo, provavelmente, reflete normalidade no 

processo de síntese proteica no tecido hepático, ainda que em situação de 

afecção causada pelo patógeno. 

 Histologicamente o presente estudo revelou que não ocorreram 

diferenças morfológicas no intestino dos peixes, antes e depois do desafio, 

indicando que a silimarina não causa nenhum dano aparente no órgão 

(Figura 3A, 3B, 3C, 3D). Haja visto que os animais tratados apresentaram 

semelhança no desempenho zootécnico com o grupo controle, pressupõe-

se que a absorção de nutrientes pelo órgão, estava dentro dos padrões de 

normalidade. Barzaghi et al. (1990), em um estudo farmacológico com 

humanos desenvolveram esforços para aumentar a absorção intestinal da 

silibina (principal componente ativo da silimarina), incluíram a 

combinação da silibina com fosfatidilcolina (composto dB 1016), o que 
resulta em um aumento das concentrações 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 fitoquímica alimentícia 

responsável pela regulação das defesas antioxidantes no corpo. Por ser 

rica em flavonoides, pode não ser bem absorvida no intestino e por este 
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motivo suas concentrações nos tecidos e plasma podem ser baixas, 

entretanto, suficientes para ativação das enzimas antioxidantes, 

desencadeando um efeito de pré-condicionamento, fazendo com que o 

organismo se adapte a vários tipos de estresses. Talvez isso possa explicar 

a não ocorrência de alterações na morfologia intestinal dos peixes do 

presente estudo, uma vez que seriam necessárias maiores investigações 

sobre a relação da silimarina com a microbiota intestinal. 

Os hepatotoxicantes (incluindo vírus, produtos fúngicos, 

metabolitos bacterianos, minerais, poluentes ambientais e agentes 

quimioterápicos), podem induzir diferentes distúrbios do órgão (Ha et al., 

2005; Surai, 2015), toxinas estas, que causam lesões hepáticas, 

caracterizadas por diferentes graus de degeneração de hepatócitos e morte 

celular (Yeh et al., 2013). No presente estudo, nas análises do dia 54, a 

lesão mais severa observada foi a perda da manutenção do aspecto 

cordonal do órgão em ambos os grupos. Porém a dilatação dos sinusoides, 

que é uma manifestação de anormalidade na morfologia do tecido causada 

por fibrose (Kumar et al., 2015), foi mais severa no grupo controle (Figura 

3E, 3F). A anemia crônica pode ser um fator que origina a dilatação e 

congestão dos sinusoides, pois, os hepatócitos centrolobulares são os 

últimos a receberem sangue oxigenado e com isso, tornam-se atróficos. A 

congestão passiva dos vasos sanguíneos no fígado pode acontecer em 

todas as espécies animais, em função de algum distúrbio cardíaco. A 

congestão aguda do fígado, resulta num aumento de tamanho do órgão 

(Zachary et al., 2012). Nesse aspecto a silimarina melhorou o estado de 

integridade dos hepatócitos no fígado dos animais tratados e fez com que 

essa diferença fosse observada. 

Por outro lado, as análises feitas após a infecção, evidenciaram 

que no fígado a lesão mais severa foi microesteatose em ambos os grupos, 

porém sem diferença significativa entre eles. A microesteatose foi 

caracterizada pela presença centenas de pequenas cavidades redondas e 

claras no tecido do órgão (Figura 4). Isso provavelmente pode ter ocorrido 

devido a falência das funções hepáticas, causada pelo quadro infeccioso, 

nas quais o fígado é responsável pela degradação metabólica de 

triglicérides, ocasionando o acúmulo de lipídios no tecido hepático, 

impedindo a liberação dos mesmos na forma de lipoproteínas (Zachary et 

al., 2012). Segundo Corchete (2008), a silimarina pode inibir a síntese de 
fosfolipídios em animais saudáveis, entretanto, quando submetidos a 

doses agudas de hepatotoxicantes a silimarina neutraliza a inibição de 

fosfolipídios causados, por exemplo, pelo etanol. Esses agentes 

estressores acarretam no acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) no tecido do órgão e como consequência a peroxidação lipídica 
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de membranas celulares, tendo a silimarina capacidade de atenuar essas 

alterações (Surai, 2015). 

Atualmente existem poucos trabalhos que relatam o uso da 

silimarina e seus benefícios sobre as funções hepáticas de algumas 

espécies de peixes, porém, os compostos bioativos de plantas e frutos já 

são bem conhecidos, como no estudo de Sharma et al., (2011), quando 

verificaram o uso de Naringina, um bioflavonoide isolado do grapefruit, 
na proporção de 100 mg kg-1 dia-1 restaurou as alterações patológicas, 

como aumento da inflamação e esteatose microvesicular e acumulação de 

lipídios em ratos injetados com estreptozotocina. O pâncreas dos animais 

que foram tratados com silimarina estavam com maior degeneração 

periacinar, que segundo Zachary et al. (2012), é um reflexo típico da ação 

de alguma toxina ou de um quadro de anemia aguda. Anteriormente à 

infecção não foi observada essa lesão nos órgãos, o que nos leva a crer 

que não há relação alguma da lesão com a ingestão da silimarina. Por esse 

motivo acreditamos que o quadro clínico causado pela infecção tenha 

provocado anemia aguda, pois, os peixes não se alimentaram nesse 

período de acometimento infeccioso. 

Os infiltrados eosinofílicos e linfocitários são comuns em 

inflamações crônicas ou após uma resposta inflamatória aguda, e no 

fígado são descritos em doenças colestáticas primárias (Zachary et al., 

2012), ou seja, quando há ocorrência de congestão do fluxo biliar. 

Tarantino et al. (2008), observaram que o infiltrado eosinofílico do tecido 

hepático foi significativamente mais frequente em pacientes que fizeram 

uso de medicamentos para hepatite C e encontrou associação significativa 

entre infiltrado eosinofílico, esteatose hepática e fibrose hepática. No 

presente estudo, após o desafio experimental, a ocorrência dos infiltrados 

eosinofílicos e linfocitários não foi observada nos tecidos dos fígados de 

tilápias-do-nilo que se alimentaram com a dieta contendo a silimarina 

dando forte indícios que esses animais desenvolveram uma modulação 

hepatoprotetora devido a inclusão do produto Di-Heptarine S® à dieta. 

 As lesões no baço não apresentaram diferenças significativas 

entre os grupos, nem antes e nem depois da infecção. Entretanto, antes da 

infecção, a congestão dos grandes vasos foi a lesão com maior grau de 

severidade verificada, enquanto após a infecção os centros de 

melanomacrófagos foram mais presentes e severos. Outro aspecto 
verificado na histologia após a infecção, foi a provável presença de 

hemossiderina no baço. A hemossiderina ocorre em poucas quantidades 

no baço, entretanto a ocorrência de excessos no baço pode estar 

relacionada às doenças hemolíticas ou anemia hemolítica, que se forma a 

partir da destruição dos eritrócitos (Zachary et al., 2012). Wolke et al. 
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(1985), em uma avaliação preliminar do uso de agregados de macrófagos 

como indicadores da saúde de peixes, verificaram que animais de locais 

poluídos tiveram maior prevalência de hemossiderina no baço quando 

comparados com lugares menos poluídos. Igualmente, Fishelson (2006), 

ao verificar alterações citomorfológicas do timo, baço, rim e fígado em 

peixes cardinais (Apogonidae) como bioindicadores do estresse, 

encontrou no baço de animais capturados em locais poluídos, massas 

maiores de deposição de hemossiderina. 

Conforme Sealy et al. (1980), os resultados da destruição tecidual 

incluem lipoproteínas e lipofuscina, que aumentam durante privação de 

alimento ou necrose tecidual e a hemossiderina, que é um produto da 

hemólise ou degradação de eritrócitos, é também elaborada em segundo 

plano em processos de subnutrição. Essas informações acerca da 

formação e da presença de hemossiderina em órgãos como o baço 

explicam a presença desses pigmentos no tecido dos órgãos dos peixes do 

presente estudo, uma vez que a hemossiderina só foi encontrado nas 

análises pós-infecção, onde, os animais estavam acometidos pela bactéria 

S. agalactiae, que causou um quadro característico de septicemia. 

A atividade das enzimas CAT, SOD e GST, indicadoras do 

estresse oxidativo, foram mensuradas aos 54 dias de experimentação. 

Assim como nos vertebrados superiores, os peixes também 

desenvolveram um sistema que produz antioxidantes enzimáticos (CAT 

e SOD), que atuam na redução dos danos teciduais causados pelas 

espécies reativas de oxigênio (Surai, 2015), radicais livres derivados do 

oxigênio que são originados de neutrófilos e macrófagos contagiados por 

citocinas reguladores de inflamações e após o processo de fagocitose por 

leucócitos (Zachary et al., 2012), e enzimas de biotransformação de 

xenobióticos (GST), que são capazes de metabolizar esses contaminantes 

e contribuindo com a eliminação dos mesmos. 

Nas análises realizadas em nosso estudo não foi verificada 

diferença estatística nas atividades enzimáticas de CAT, SOD e GST 

entre os peixes do grupo controle e os peixes do grupo tratado. Como 

essas enzimas são responsáveis pela prevenção da formação de radicais 

livres por meio da remoção de precursores de radicais livres ou pela 

inativação de catalisadores (Surai, 2015) é assertivo dizer que os peixes 

que consumiram a ração contendo silimarina não sofreram nenhum tipo 
de contaminação xenobiótica em função do produto Di-Heptarine S®. 

Ainda, segundo Surai (2015), a silimarina é como um antioxidante natural 

para humanos e animais, e como tal, é provável que esteja envolvida na 

regulação de muitos processos fisiológicos, no equilíbrio redox entre 

antioxidantes e pró oxidantes na dieta, trato gastrointestinal, plasma e 
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tecidos, refletindo diretamente na saúde dos peixes em nosso 

experimento. 

Singh et al. (2014), quando verificaram in vivo o efeito do extrato 

hidroalcoólico de S. marianum sobre atividades antioxidantes em ratos 

albinos intoxicados por CCl4, afirmaram que S. marianum aumentou a 

atividade de SOD para 17,42±0,63; CAT para 45,24±1,84 e GPx para 

21,96±0,39 U/mg de proteína, quando comparados ao grupo de ratos 

lesionados por CCl4 (SOD 11,21; CAT 27,57 e GPx 17,14 U/mg de 

proteína). Entretanto, a silimarina quando comparada com o grupo 

controle (SOD 19,30; CAT 52,43 e GPx 25,34 U/mg de proteína) não 

apresentou diferença entre eles, assim como em nosso estudo, porém com 

valores diferentes. Essa diferença pode estar relacionada ao fato de os 

peixes, diferentemente dos vertebrados terrestres, estarem 

constantemente expostos às EROs devido às condições do ambiente 

aquático (Chow, 1991), mesmo que as condições sejam controladas, o 

ambiente de experimentação pode apresentar variações pontuais na 

temperatura, oxigênio dissolvido, amônia pH, iluminação e além do 

estresse de cativeiro.  

De fato, um estado moderado de estresse oxidativo induzido por 

múltiplos agentes estressores pode criar respostas adaptativas e melhorar 

a capacidade de adaptação aos desafios estressantes. A presença de 

antioxidantes naturais em organismos vivos é o que lhes permitem 

sobreviver em um ambiente rico em oxigênio (Surai, 2015). 

Finalmente, após o desafio experimental, constatamos que 28% 

dos peixes tratados com Di-Heptarine S® sobreviveram ao confronto 

contra o patógeno bacteriano. Na avaliação histológica pós-infecção 

(Tabela 4) observamos que algumas lesões no fígado e baço não 

ocorreram ou ocorreram com menor intensidade, quando comparadas ao 

controle. Ainda que o sistema imune dos peixes teleósteos seja menos 

compreendido que os vertebrados superiores (Sunyer, 2013), essas 

análises podem nos direcionar para o entendimento destas taxas de 

sobrevivências ao final do desafio, uma vez que, em peixes de água doce 

o baço é um dos principais órgãos linfoides (Zapata et al., 2006), e o 

fígado é um órgão primário envolvido na biotransformação de substâncias 

tóxicas (Surai, 2015). 
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2.5 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez os resultados 

dos efeitos da suplementação de 0,1% de silimarina em dietas para 

Oreochromis niloticus. A administração da silimarina como aditivo 

alimentar desenvolveu efeitos hepatoprotetores nos peixes, como menor 

dilatação sinusoidal, infiltrados eosinofilicos e linfocitários no fígado 

bem como aumento do numero de trombocitos sanguíneos. 
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Figura 3: Imagens histológicas do intestino de tilápia-do-nilo. (A) Secção do intestino 

de tilápia grupo controle no 54º dia, onde é possível observar as células caliciformes 

e a presença de infiltrados eosinofílicos; (B) Secção do intestino de tilápia grupo 

hepatoprotetor no 54º dia, onde é possível observar as células caliciformes; (C) 

Secção do intestino de tilápia grupo controle após o desafio experimental, sendo 

possível observar grande quantidade de células caliciformes; (D) Secção do intestino 

de tilápia grupo hepatoprotetor após o desafio experimental, com células caliciformes 

em grande quantidade ; (E) Corte histológico do fígado do grupo controle no 54º dia, 

com a presença de lesões como esteatose, infiltrados eosinofílicos e necrose; (F) Corte 

histológico do fígado do grupo hepatoprotetor no 54º dia, é possível observar a 

integridade do tecido do órgão na imagem. Coloração H&E. 
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Figura 4: Histologia do tecido hepático de tilápias-do-nilo após o desafio 

experimental. Na imagem é possível observar microesteatose no tecido do fígado dos 

peixes de ambos os grupos. A controle e B hepatoprotetor. 
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RESUMO 

 

Este estudo avaliou um composto biopromotor em tilápias-do-nilo 

Oreochromis niloticus, contra o patógeno bacteriano Streptococcus 

agalactiae sorotipo Ib por meio de diferentes vias de aplicação: oral, 

imersão e intraperitoneal, em comparação a um grupo controle basal e um 

grupo controle imunizado com vacina comercial. Foram utilizados 315 

juvenis de tilápias-do-nilo com aproximadamente 45 dias de vida e peso 

médio inicial de 0,72±0,04 g. Os tratamentos foram distribuídos em 

triplicatas inteiramente ao acaso em 21 unidades experimentais em um 

sistema de recirculação de água durante 62 dias. Neste período, foram 

fracionadas diferentes doses do biopromotor para cada via de aplicação. 

Na via oral, foram adicionados 100 µL e 200 µL do biopromotor para 

cada grama de ração ofertada; para o banho de imersão foram utilizados 

500 mL e 1000 mL do biopromotor diluídos em 4,5 L e 4,0 L 

respectivamente; e para injeção intraperitoneal, 200 µL por peixe. Após 

54 dias de experimento foram coletadas amostras para análises 

hematológicas, imunológicas, histológicas e enzimáticas. No dia 55 os 

peixes foram desafiados com S. agalactiae, para que fosse verificada a 

eficácia do biopromotor e o possível aumento da resistência ao patógeno 

bacteriano, bem como alterações fisiológicas nos peixes. Ao final do 

experimento diferenças hematoimunológicas, histológicas e enzimáticas 

foram observadas entre os grupos. Nas análises realizadas antes da 

infecção os animais tratados com o biopromotor apresentaram melhorias 

no aspecto sanitário, verificadas através do incremento no número de 

trombócitos e neutrófilos em comparação aos peixes do grupo controle. 

Após a infecção experimental os peixes dos grupos tratados apresentaram 

aumento na quantificação de hematócrito, eritrócito, trombócito, 

leucócito e neutrófilo em relação aos peixes do grupo controle. A 

histologia revelou que os peixes tratados apresentaram maior integridade 

nos órgãos após o desafio com o patógeno, 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 tilápias que receberam o biopromotor 

desenvolveram melhorias nos mecanismos do sistema imune, 
caracterizando um quadro imunomodulatório 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 μL and 200 μL 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 μL 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 INTRODUÇÃO 

 

 As doenças de origem bacteriana são as principais causas de 

perdas em criações de tilápias, onde a espécie Streptococcus agalactiae 

apresenta o maior percentual de diagnósticos positivos (82%) entre as 

bacterioses (MSD Animal Health, 2012). S. agalactiae é uma bactéria 

gram-positiva com predileção para infectar peixes cultivados em águas 

com temperaturas iguais ou superiores a 31 °C, causando septicemia, 

meningoencefalite, hemorragias, opacidade na córnea e escoliose. No 

Brasil a tilapicultura é predominante e surtos de S. agalactiae são os 

grandes causadores de doenças (Pretto‐Giordano et al., 2010; Amal; 

Zamri-Saad, 2011; Pereira et al., 2013; Yi et al., 2014). 

 A preparação biológica é uma estratégia dentro da aquicultura e 

têm como objetivo proporcionar uma resposta imunitária forte a um 

antígeno administrado, que seja capaz de produzir proteção contra o 

patógeno a longo prazo (Amal; Zamri-Saad, 2011). No mercado mundial 

há vacinas disponíveis em 40 países para mais de 17 espécies de peixes, 

sendo 22 para prevenção de bacterioses. Apesar deste panorama mundial, 

a vacinação não é uma prática comum em países como a China, por 

exemplo, que é um grande produtor aquícola (Brudeseth et al., 2013). Os 

desafios do desenvolvivmento de vacinas para peixes esta enfocado em 

somente patogenos especificos, no entanto, devido aos patógenos 

emergentes, é necessário que a imunomodulação ocorra de forma a 

abranger uma maior gama de patógenos. 

 A extensão da resposta imunitária dos peixes está relacionada às 

condições fisiológicas do animal, com os métodos de preparo dos 

biopromotores, com as doses e com as vias de aplicações dos mesmos. 

Geralmente os peixes podem ser imunizados por injeções 

intraperitoneais, via oral ou banhos de imersão; tendo cada um destes 

métodos as suas vantagens e desvantagens em relação ao nível de 

proteção, efeitos secundários, praticidade e rentabilidade (Gudding et al., 

1999; Li et al., 2015). 

 O uso de biopromotores em pisciculturas requer informações 

sobre fatores ambientais (componentes do hospedeiro-patógeno-meio 

ambiente) e o estado fisiológico do peixe (medidas de hematócrito, 

leucócritos, níveis de atividade de neutrófilos e fagocíticos), pois, podem 
determinar a capacidade do peixe para resistir às doenças. Além disso, os 

biopromotoeres podem induzir atividades elevadas nos mecanismos de 

defesa inespecíficos, como aumento da atividade oxidativa de neutrófilos, 

aumento de atividade de células fagocíticas ou potencialização de células 

citotóxicas. Nos casos em que os surtos de doenças são cíclicos e 
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previsíveis, os prejuízos podem ser reduzidos ao elevar os mecanismos de 

defesa inespecíficos dos animais, e os biopromotores podem ser usados 

em antecipação desses eventos para prevenção de doenças. Sendo assim, 

os biopromotores possuem um enorme potencial de uso em fazendas 

aquícolas para reduzir os danos causados por doenças infecciosas 

(Anderson, 1992; Magnadottir, 2006). 

 Devido à grande diversidade de peixes que estão sendo 

cultivados, diferenças consideráveis podem ser encontradas entre alguns 

elementos importantes do sistema imunológico. Embora, essas diferenças 

possam ter impacto em estratégias específicas, 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 esforços de pesquisa 

ainda são necessários para o desenvolvimento e aperfeiçoamento de 

vacinas e/ou bioprodutos similares que possam ser utilizados na 

aquicultura e que sejam verdadeiramente eficazes para os peixes 

teleósteos (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 

resistência da tilápia-do-nilo se tornam necessárias e indispensáveis, 

permitindo assim, o crescimento sustentável da piscicultura mundial. 

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administração oral, 

intraperitoneal e banho de imersão de um biopromotor e verificar 

possíveis melhorias sobre os parâmetros hematológicos, imunológicos, 

histológicos e enzimáticos de tilápias-do-nilo, além de realizar um 

enfrentamento do patógeno Streptococcus agalactiae ao final do período 

experimental, bem como avaliar o desempenho zootécnico dos animais. 

  

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Delineamento experimental 

 

O experimento foi iniciado com alevinos de tilápias-do-nilo com 

peso inicial de 0,72±0,04 g e conduzido durante 62 dias. Um total de 315 

juvenis foram distribuídos em 21 unidades experimentais de 80 L, 
totalizando 15 animais por tanque. Os peixes foram aclimatados durante 

dois dias e distribuídos casualmente em 7 tratamentos, todos em 

triplicatas. As unidades experimentais estavam dispostas em um sistema 

de recirculação de água com filtro físico e biológico conforme Owatari et 

al. (2018), aquecimento central de água, além de tratamento por radiação 
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ultravioleta (UV) e com fotoperíodo de 12 h. Foram monitorados o 

oxigênio dissolvido, temperatura, pH, amônia total e tóxica, nitrito e 

alcalinidade. Para realização do experimento, foi utilizada ração 

comercial da marca Nicoluzzi® (40 g kg -1 de proteína bruta, 125 g kg -1 

de umidade, 50 g kg-1 de extrato etéreo e 35 g Kg-1 de fibra bruta) capaz 

de atender as exigências nutricionais da tilápia-do-nilo. Os peixes foram 

alimentados a uma taxa inicial de 16% da biomassa (ração em pó) e 

terminando em 6% da biomassa (ração 2,6 mm). A ração foi dividida em 

5 porções e fornecida ao longo do dia em intervalos de 2 h. 

O Gamaxine®, elaborado a partir de produtos da fermentação de 

Bacillus subtilis (ATCC 6633) inativado 50 mL 0,1 L-1 e parede de 

levedura 0,5g 0,1 L-1, foi administrado de três formas: via intraperitoneal 

em um momento com dose única; via banho de imersão em dois 

momentos e via oral incorporado à ração 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 ração comercial. Aos 54 dias de 

experimentação, amostras foram coletadas para análises hematológicas, 

imunológicas, histológicas e enzimáticas. Após, foi realizado um desafio 

experimental de resistência contra a bactéria S. agalactiae e avaliadas as 

alterações na estrutura dos órgãos internos e na composição sanguínea 

com análises histológicas, hematológicas e imunológicas, além da 

resistência dos animais infectados com a bactéria patogênica. O 

procedimento experimental com os animais foi aprovado pela comissão 

de uso de animais e protocolado sob o CEUA nº 9594280417. 

 

3.2.2 Vias de aplicação do biopromotor experimental 

 

3.2.2.1 Intraperitoneal  

 

A aplicação do biopromotor via intraperitoneal foi realizada no 

41º dia do experimento, 14 dias antes do desafio de infecção, onde os 

peixes foram confrontados contra o patógeno bacteriano S. agalactiae. 

Uma vacina comercial, AQUAVAC®, foi aplicada no grupo controle 

positivo. A dose aplicada do biopromotor experimental (IntraVet) foi de 

200 µL por peixe e da vacina comercial (IntraCom) 50 µL por peixe como 
recomendado pelos fabricantes. No dia da aplicação das doses 

intraperitoneais, um peixe de cada tanque dos tratamentos IntraVet e 

IntraCom foi retirado dos grupos e submetido aos mesmos procedimentos 

de vacinação, porém com uma dose de solução fosfato-salina (PBS - 
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phosphate buffered saline) e mantido em outro tanque separado a título 

de controle pós-vacinação. 

 

3.2.2.2 Imersão 

 

Na via de imersão os banhos ocorreram em dois momentos 

distintos do experimento. O primeiro banho foi realizado no início 

experimento (dia zero) e o segundo banho aos 45 dias de experimentação. 

Também foram aplicadas duas concentrações diferentes do biopromotor 

nos banhos. Uma dose de 1000 mL do produto em 4,0 L de água (Imersão 

1) e a outra dose de 500 mL do produto em 4,5 L de água (Imersão 2), nas 

quais os peixes permaneceram por 20 minutos.  

 

3.2.2.3 Oral 

 

Na via oral as doses foram aspergidas diretamente na ração. Os 

peixes receberam a ração contendo o biopromotor por dois dias 

consecutivos, em dois momentos diferentes no decorrer do período. A 

primeira alimentação contendo o aditivo biopromotor foi ofertada nos 

dias 30 e 31 e a segunda nos dias 45 e 46 do experimento. A inclusão do 

produto à ração foi realizada 30 minutos antes do manejo alimentar. 

Foram utilizadas duas dosagens distintas. Uma dose definida em 100 µL 

(Alim 1) do produto por grama de ração e outra em 200 µL (Alim 2) do 

produto por grama de ração (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Tratamentos definidos para as doses e vias de aplicação do biopromotor. 

Imersão 1 (dose de 1000 mL), Imersão 2 (dose de 500 mL); IntraVet (intraperitoneal 

vetanco); IntraCom (intraperitoneal comercial); Alim 1(oral dose de 100 µL) e Alim 

2 (dose de 200 µL) e Controle 

 

Tratamentos Desafio Vias Réplicas 

Imersão 1 Sim 2 banhos (dia 0 e dia 45) 3 

Imersão 2 Sim 2 banhos (dia 0 e dia 45) 3 

IntraVet Sim Injeção Gamaxine® 3 

IntraCom Sim Injeção 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 biológico foram realizadas. A primeira 

foi efetuada no 54º dia após o início do ensaio. Para verificar o estado de 

saúde dos animais antes da infecção, foram coletadas amostras para 

análises hematológicas, imunológicas, histológicas e enzimáticas. No 55º 

dia os peixes foram desafiados com S. agalactiae, conforme descritos na 

seção 6.2.4. A segunda coleta ocorreu entre os dias 56 e 62 do ensaio 

(50% de mortalidade do lote ou até a estabilização da curva de 

mortalidade). Após o desafio foram coletadas amostras para análises 

hematológicas, imunológicas e histológica. Os peixes foram submetidos 

ao procedimento anestésico profundo com eugenol e a retirada do 

material para análise foi feita de maneira asséptica para que não ocorresse 

contaminação cruzada entre os tratamentos. 

 

3.2.4 Desafio experimental  

  

No 54º dia do experimento os peixes atingiram o peso 

aproximado de 50 g, peso no qual os animais estão mais suscetíveis às 

doenças, conforme Mian et al. (2009). A temperatura da água foi elevada 

até 31 °C e no 55º 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 Paraná. 

Anteriormente, foi realizada a dose letal 50 (DL50-96H) para 

verificar a concentração de bactéria ideal para realizar o desafio. Para isso, 

40 animais foram distribuídos em 8 unidades experimentais de 30 L, com 

aeração e temperatura controlada, totalizando cinco animais por unidade 

experimental. A DL50 foi realizada em duplicata e as doses testadas 

foram: 1×105; 1×106; 1×107; 1×108 CFU mL-1. O S. agalactiae foi 

cultivado em meio de cultura BHI (Himedia, Índia) 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. Após a 

verificação da concentração das bactérias no inóculo ajustado pela curva 

de crescimento (concentração bacteriana x absorbância) previamente 

realizada, a diluição foi realizada para atingir a concentração ideal para o 

desafio. A infecção experimental foi realizada via injeção intraperitoneal 

de 100 μL de S. agalactiae por peixe, na concentração de 1×107. O 

controle negativo foi composto, em triplicata, por animais injetados com 

solução de PBS e tratados de forma semelhante. 
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No 55º dia do experimento os peixes de todos os grupos foram 

desafiados com o patógeno S. agalactiae. Foram observados os sinais 

clínicos e coletadas as amostras quando verificada a mortalidade de 50% 

do lote e/ou estabilização da curva de mortalidade. Fragmentos de fígado, 

rim e cérebro foram coletados assepticamente para reisolamento da 

bactéria (postulado de Koch). As amostras foram colocadas em tubos 

contendo meio líquido BHI para crescimento. Posteriormente, o conteúdo 

foi plaqueado em meio ágar triptona de soja (HiMedia) enriquecido com 

5% de sangue de carneiro desfibrinado e as placas foram incubadas a 32 

°C por 12 h para visualização e caracterização das colônias de S. 
agalactiae. O inóculo utilizado no desafio experimental continha somente 

a cepa bacteriana, sem a presença de metabólitos produzidas durante seu 

preparo. 

 

3.2.5 Análises 

 

3.2.5.1 Análise hematológica e imunológica 

 

O sangue foi coletado por punção do vaso caudal com seringas 

de insulina contendo anticoagulante para contagem de eritrócitos total e 

diferencial da série branca.  O sangue foi utilizado para a confecção de 

extensões sanguíneas e coradas com MayGrunwald/Giemsa/Wright - 

MGGW (Ranzani-Paiva et al., 2013), para a contagem diferencial de 

leucócitos, bem como contagem total de leucócitos (WBC) e trombócitos 

pelo método indireto, segundo Ishikawa et al. (2008). Uma alíquota foi 

usada para a determinação do hematócrito (Ranzani-Paiva et al., 2013) e 

o restante para quantificação do número total de eritrócitos (RBC) em 

câmara de Neubauer após diluição 1:200 em solução Dacie. 

A concentração de hemoglobina foi analisada pelo método da 

cianometahemoglobina (Collier, 1944). Equações hematimétricas foram 

utilizadas para determinação do volume corpuscular médio (VCM) e da 

concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Wintrobe, 

1934). 

 Para análises imunológicas foi realizado um “pool” do sangue de 

três peixes, sem anticoagulante, por unidade experimental. O sangue após 

coagulado foi centrifugado a 1400 g durante 10 min para retirada do soro 
e armazenamento a – 20 °C para analises imunológicas de atividade de 

lisozima (Sankaran; Gurnani, 1972), proteína total (LabTest®), 

concentração de imunoglobulina total (Amar, 2000) e título da atividade 

aglutinante do soro (Silva et al., 2009). 
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Para verificação da atividade antimicrobiana do soro, um inóculo 

da S. agalactiae foi crescido em BHI a 32 °C por 24 h, preparados na 

concentração de 0,5 na escala de Macfarland e diluído em meio de cultura 

pobre (PB, do Poor Broth) 100.000 vezes. Posteriormente foi realizada 

diluição seriada do soro em meio PB no fator 1:2 até o 12º poço. Para 

controle positivo e branco, solução salina foi diluída em PB, da mesma 

forma que o soro. Finalmente, 20 µL da bactéria foi adicionado em cada 

poço da amostra diluída 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 observação da 

formação de um botão no fundo do poço. A atividade antimicrobiana do 

soro foi recíproca à última diluição que apresentou atividade bactericida. 

 

3.2.5.2 Análise histológica 

 

Para avaliação histológica foram coletadas amostras do fígado, 

intestino, baço e brânquias de quatro peixes no 54º dia de experimentação 

e de três peixes após o desafio com o patógeno bacteriano. As amostras 

foram fixadas em formalina 10%. Posteriormente as amostras foram 

lavadas e desidratadas em séries crescentes de álcool etílico, clarificados 

em xilol e incluídos em parafina a 60 °C para cortes de 4 µm de espessura 

(micrótomo PAT- 54 MR10) e colorados com hematoxilina-Eosina 

(H&E). Em seguida as lâminas foram montadas em meio Entellan® e 

analisadas em microscópio de contraste de interferência de fase (DIC) 

Axio Imager A.2 com o software Zen Pro (Zeiss, Gottingen, Alemanha). 

Para todos os órgãos, atribuiu-se valores às alterações 

histológicas, conforme o grau de intensidade: 0 (ausência de alteração), 1 

(alteração leve, correspondendo a menos de 25% da área do órgão), 2 

(alteração moderada, 25% a 50% da área do órgão) e 3 (alteração severa, 

mais de 50% da área do órgão), de acordo com o método descrito por 

Schwaiger et al. (1997), ligeiramente modificado por Brum et al. (2018). 

No fígado, considerou-se como alterações histopatológicas a 

perda do aspecto cordonal, perda da estrutura no pâncreas, hepatócito 

balonoso, congestão nos grandes vasos, congestão nos sinusoides e no 

pâncreas, dilatação sinusoidal, hipertrofia dos hepatócitos, infiltrado 

eosinofílico, infiltrado linfocitário, hipertrofia do núcleo dos hepatócitos, 
macroesteatose, microesteatose, necrose, núcleos com picnose e perda do 

núcleo dos hepatócitos. Na morfologia intestinal, foram medidos a altura 

e largura de vilos, bem como o número dos vilos e células caliciformes, 

infiltrado eosinofílico e infiltrado linfocitário. No baço, considerou-se os 

centros de melanomacrófagos, melanomacrófagos, congestão de vasos, 
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infiltrado eosinofílico, infiltrado linfocitário, esteatose e aspecto de 

hemossiderina. 

No tecido branquial foram consideradas as seguintes alterações: 

aneurisma, congestão e dilatação do veio central, congestão na base da 

lamela secundária, descolamento do epitélio da lamela secundária, 

dilatação do seio venoso, edema justa lamelar, fusão de lamelas 

secundárias, hiperplasia interlamelar, hiperplasia da lamela secundária, 

hipertrofia das células caliciformes, infiltrado eosinofílico, telangiectasia 

e epitéliocistis. 

 

3.2.5.3 Análise enzimática 

 

 Para verificação da atividade enzimática, foram realizadas 

análises de quantificação de algumas enzimas de estresse oxidativo, como 

superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e glutationa S-transferase 

(GST) no fígado de animais tratados e animais do grupo controle. Para 

isto, foi realizado um pool de partes do tecido hepático de quatro animais, 

totalizando 100 mg de tecido por amostra. O tecido foi homogeneizado 

em tampão Tris-HCI 50 mM, KCl 0,15 M, PMSF 100 μM, pH 7,4, na 

proporção de 1 g de tecido para 5 mL de tampão (1:5). O homogeneizado 

foi centrifugado a 9000×g por 30 minutos a 4 °C. As análises enzimáticas 

foram realizadas a partir da fração sobrenadante. 

 A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Aebi 

(1984), a qual mede a velocidade de decomposição de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pela enzima através do decréscimo de absorbância a 

240 nm (ɛ = 0,071 mM-1.cm-1) a 25 °C. A determinação da atividade da 

glutationa S-transferase (GST) foi realizada segundo Keen et al. (1976), 

fundamentado na velocidade de formação do conjugado CDNB-GSH (1-

Cloro-2,4-dinitrobenzeno), realizando uma leitura em espectrofotômetro 

a 340 nm, durante 2 minutos. A atividade superóxido dismutase (SOD) 

foi medida de acordo com a metodologia descrita por McCord e Fridovich 

(1969). 

 

3.2.5.4 Análise zootécnica 

 

 Ao final do experimento foram avaliados os parâmetros de 
crescimento específico (TCE), eficiência alimentar (EA) e sobrevivência, 

calculados de acordo com Fu et al. (1998). 
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𝑇𝐶𝐸 (%. 𝑑𝑖𝑎−1)  =  [
(𝐿𝑜𝑔(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙) − 𝐿𝑜𝑔(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙))

𝑑𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑖𝑣𝑜
] 𝑥100 

 

𝐸𝐴                          = [
(𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)

𝑅𝑎çã𝑜 𝑜𝑓𝑒𝑟𝑡𝑎𝑑𝑎
 ] 

 

𝑆𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =   [
(𝑃𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑃𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑃𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 ] 𝑥 100 

 

 

3.2.5.5 Estatística 

  

O experimento foi projetado com um delineamento inteiramente 

casualizado para testar diferenças significativas nas médias dos 

tratamentos. Os dados foram expressos como média e desvio padrão. As 

diferenças entre as médias dos tratamentos foram consideradas 

significativas a P < 0,05 pela análise de variância unidirecional 

(ANOVA) utilizando o software Statistica®. Ocorrendo diferenças 

significativas nos meios, aplicou-se o teste de Tukey. Para todos os testes 

estatísticos, fixou-se nível de significância de 5%. Transformações de 

dados foram aplicadas quando necessário. Todos os resultados obtidos 

antes do desafio foram analisados em separado dos dados obtidos após o 

desafio. 

 

3.3 RESULTADOS 

 

3.3.1 Parâmetros de qualidade da água 

  

As condições de experimentação mantiveram-se dentro dos 

padrões esperados para a manutenção da espécie em cativeiro (Popma et. 

al.,1996). As variáveis de qualidade da água permaneceram estáveis e 

apresentaram as seguintes médias e desvios durante o ensaio: temperatura 

28,68±0,84 °C; pH 6,86±0,31; amônia total 0,55±0,91 mg L-1; nitrito 

0,17±0,12 mg L-1; alcalinidade 26,88±15,12 mg CaCO3 L-1 e oxigênio 

dissolvido 6,60±0,45 mg L-1. 
 

3.3.2 Parâmetros hematológicos e imunológicos 

 

 Após 54 dias de experimentação o volume corpuscular médio 

(VCM), concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e o 
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hematócrito apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos. 

O VCM foi mais elevado no tratamento imersão 1, diferindo de Imersão 

2, IntraCom, Alim 2 e controle, porém semelhante ao IntraVet e Alim 2. 

A CHCM foi maior em IntraVet quando comparada a Imersão 1, porém 

igual aos demais tratamentos. O hematócrito em Alim 1 foi diferente do 

controle, porém semelhante aos demais grupos. Os elementos figurados 

do sangue eritrócitos, linfócitos e monócitos não apresentaram diferenças 

entre os tratamentos. Porém, o número de trombócitos foi maior em 

Imersão 1 e IntraCom quando comparados a Imersão 2 e Alim 1. Já os 

leucócitos foram aumentados em IntraCom quando comparados com 

Imersão 1. A neutropenia ocorreu em Alim 1 quando comparado aos 

demais tratamentos, enquanto neutrofilia ocorreu em Imersão 1. Os 

parâmetros imunológicos proteína total do soro, imunoglobulina total, 

aglutinação e antimicrobiano não apresentaram diferenças entre os 

tratamentos (Tabela 2). 

 Diferentemente, as análises realizadas após a infecção 

experimental, mostraram diferenças significativas na hemoglobina entre 

os tratamentos. A hemoglobina foi mais elevada em IntraCom quando 

comparada a Imersão 2. Já o VCM e CHCM não apresentaram diferenças 

entre os tratamentos. O hematócrito foi maior em IntraCom quando 

comparado a Imersão 2, IntraVet e controle, mas similar aos demais 

tratamentos. As contagens de neutrófilos não mostraram diferenças entre 

os tratamentos. Já eritrócitos, trombócitos, leucócitos, linfócitos e 

monócitos diferiram entre os tratamentos. O eritrócito foi menor no 

controle e IntraVet, porém, maior em IntraCom. Igualmente, trombócito 

e leucócito foram mais elevados em IntraCom. A contagem de linfócitos 

no grupo IntraCom diferiu dos demais grupos. Monócitos foi maior no 

controle e Alim 1, enquanto em IntraCom foi menor. Novamente os 

parâmetros imunológicos proteína total do soro, imunoglobulina total, 

aglutinação e antimicrobiano não apresentaram diferenças significativas 

entre os tratamentos (Tabela 3). 

 

3.3.3 Parâmetros histológicos 

 

No 54º dia as análises mostraram alterações histológicas no fígado 

dos peixes, com diferenças significativas entre os tratamentos. Os peixes 
do tratamento Alim 2 apresentaram menor variedades de lesões no fígado. 

Para a lesão hepatócito balonoso o tratamento IntraVet apresentou maior 

grau de intensidade da lesão quando comparado aos demais grupos e no 

grupo Imersão 2 não foi observada lesão. Na congestão dos sinusoides a 

intensidade das lesões foi maior em Imersão 1 (Figura 4F), Imersão 2 e 
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IntraVet, enquanto em Alim 1 e Alim 2 foi menor. A dilatação dos 

sinusoides ocorreu com maior intensidade em Imersão 2, IntraVet e 

IntraCom (Figura 4E), sendo menos intensa em Alim 1 e Alim 2. A 

hipertrofia dos hepatócitos ocorreu com maior intensidade no tratamento 

IntraVet e IntraCom, sendo menos intensa em Imersão 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 

núcleo com picnose foi observado com maior intensidade no grupo 

Imersão 1 e IntraCom. As demais lesões ocorreram sem diferença 

significativa entre os grupos.  

No baço, aos 54 dias do experimento, foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos nas lesões esteatose (Figura 3D) e 

aspecto de hemosiderina. A esteatose na Imersão 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 

comparação a Imersão 2 e IntraVet. Os infiltrados linfocitários só 

ocorreram no grupo Alim 2. Nas demais lesões observadas no baço não 

ocorreram diferenças estatísticas entre os tratamentos. 

As brânquias dos peixes no 54º dia estavam com congestão do veio 

central mais intensa nos tratamentos Imersão 2 e IntraCom, diferentes do 

controle (Figura 4D) e Imersão 1 que foram menores. Nos grupos Alim 1 

(Figura 4C) e Alim 2 não foi observado tal lesão. A dilatação do veio 

central foi mais intensa em IntraCom e Imersão 2 em comparação ao 

controle e Imersão 1. Igualmente, em Alim 1 e Alim 2, não se observou a 

lesão. Descolamento do epitélio da lamela secundária só 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 lesões. As demais 

lesões nas brânquias não apresentaram diferenças estatísticas entre os 

grupos. 

Na morfometria intestinal dos peixes (Figura 4A e 4B) não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os tratamentos quanto ao número, 

comprimento e largura de vilos, quantidade de células caliciformes e 

infiltrados eosinofílicos (Tabela 4). 

Nas análises histológicas pós-infecção mostraram que no fígado os 

peixes de Imersão 1 e IntraVet apresentaram menor variedades de lesões. 
Entretanto a perda da manutenção do aspecto cordonal foi mais intensa 

em Imersão 1, IntraVet, IntraCom e Alim 1, e menos intensa em Imersão 

2, enquanto que no controle e Alim 2 foram iguais. O pâncreas com ácinos 

íntegros na sua totalidade somente foi verificado no tratamento IntraCom, 

diferindo dos demais grupos, onde Imersão 1, Imersão 2, Alim 1 e Alim 
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2 foram iguais, mas diferentes do controle e IntraVet. O aspecto balonoso 

nos hepatócitos não ocorreu em Imersão 1, IntraVet e controle, porém foi 

mais intensa em Alim 1. Dilatação dos sinusoides foi igual entre Alim 1 

e controle, sendo mais intensa quando comparada aos demais grupos. 

Infiltrados eosinofílicos foram mais intensos em IntraCom quando 

comparado ao demais grupos. O controle foi menos intenso que 

IntraCom, porém, mais intenso que Imersão 2 e IntraVet. Infiltrado 

linfocitário foi menor no grupo controle quando comparado ao grupo 

IntraCom. Hipertrofia dos hepatócitos em Imersão 2 e controle foi igual 

e diferentes de IntraCom, que foi mais intenso. A microesteatose foi 

muito severa em todos os tratamentos após o desafio bacteriano, 

entretanto em Alim 1 foi menos intensa quando comparada aos demais 

grupos. As demais lesões no fígado ocorreram sem diferenças estatísticas 

entre os grupos. 

Já no baço, os centros de melanomacrófagos em IntraCom e 

controle foram iguais e estatisticamente diferentes de Imersão 1, Imersão 

2 e Alim 2. Melanomacrófagos foi menor em Imersão 2 quando 

comparado ao controle, que foi mais intenso. A necrose no baço foi mais 

intensa no grupo controle quando comparado estatisticamente com 

Imersão 1. Os grupos Imersão 2, IntraVet, IntraCom e Alim 1 foram 

iguais entre si. Em Alim 2 não ocorreu necrose esplênica. Infiltrado 

eosinofílico e esteatose não mostraram diferenças entre os grupos. 

 A morfometria intestinal dos peixes, nas análises pós-infecção, 

indicou diferenças estatísticas entre os grupos. O número de vilos foi 

maior em Imersão 1 quando comparado aos demais tratamentos. 

IntraCom, Alim 1 e Alim 2 foram iguais ao controle. A altura dos vilos 

foi menor em Imersão 2 e maior em Alim 1 quando comparados 

estatisticamente. O número de células caliciformes foi aumentado em 

Alim 2 quando comparado ao controle, porém Imersão 2, IntraVet e 

IntraCom foram semelhantes ao controle. Não ocorreu diferença 

significativa entre os grupos na largura dos vilos e na ocorrência de 

infiltrados eosinofílicos (Tabela 5). 

 

3.3.4 Atividade enzimática 

 

 Ao final do período de 54 dias as análises enzimáticas para 
atividade de CAT mostraram que ocorreram diferenças significativas 

entre os grupos, onde o controle e Imersão 1 apresentaram menor 

atividade quando comparados aos demais tratamentos. IntraVet e 

IntraCom exibiram maior atividade. Em Imersão 2, Alim 1 e Alim 2 a 

atividade enzimática permaneceu igual. Para atividade das enzimas SOD 
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e GST não foram evidenciadas diferenças significativas entre os 

tratamentos (Figura 1). 

 

3.3.5 Desafio experimental com Streptococcus agalactiae 

 

 Foram constatadas diferenças significativas de mortalidade entre 

os grupos (valor-p 0,0368). Após 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 manifestação dos 

sinais clínicos característicos da estreptococose, tais como, letargia, 

opacidade da córnea, exoftalmia, natação errática, perda do apetite, 

anorexia, equimose, hemorragias. Internamente os animais apresentaram 

ascite, petéquias no fígado e liquefação dos órgãos (Soto et al., 2016). Ao 

final do período de 192 horas o grupo IntraCom (controle positivo), o qual 

os peixes foram imunizados com a vacina comercial Aquavac, não 

apresentou mortalidades, ou seja 100% de sobrevivência, ao contrário do 

grupo controle, onde os peixes morreram na sua totalidade. Nos demais 

grupos ao final de 192 horas ocorreram taxas de sobrevivências variadas. 

11,1% para Alim 1; 16,7% para IntraVet; 40,7% para Alim 2; 41,4% para 

Imersão 2 e 47,4% para Imersão 1 (Figura 2). A bactéria S. agalactiae foi 

isolada dos tecidos do fígado por meio do postulado de Koch. 

 

3.3.6 Desempenho zootécnico 

  

 Durante o período do experimento, de maneira geral, não foram 

observadas alterações de comportamento nos cardumes dentro dos 

tanques e os peixes se alimentaram normalmente durante o período. Os 

animais dos tratamentos Alim 1 e Alim 2 aceitaram prontamente a dieta 

com o biopromotor nos dias de aplicação das doses via ração. Ao final do 

período de 54 dias (Tabela 6) os grupos Alim 1 e Alim 2 alcançaram 

maior peso médio final entre os tratamentos.
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Tabela 2: Parâmetros hematoimunológicos (média ± desvio padrão) da tilápia-do-nilo 

após 54 dias do experimento. Na imersão 1 = 500 mL do biopromotor diluído em 4,5 

L de água; em imersão 2 = 1000 mL do biopromotor diluído em 4,0 L de água; 

IntraVet = injeção intraperitoneal de 200 μL por peixe; IntraCom = injeção 

intraperitoneal de Aquavac 50 μL por peixe (controle positivo); Alim 1 = via oral 100 

μL do biopromotor e Alim 2 = via oral foram adicionados 200 μL do biopromotor a 

cada grama de ração oferecida e grupo controle; VCM = volume corpuscular médio, 

CHCM = concentração de hemoglobina corpuscular média. Letras diferentes indicam 

diferença significativa entre os tratamentos (p <0,05).  

 
 

Tabela 3: Parâmetros hematoimunológicos (média ± desvio padrão) da tilápia-do-nilo 

após o desafio experimental com S. agalactiae. Na imersão 1 = 500 mL do 

biopromotor diluído em 4,5 L de água; em imersão 2 = 1000 mL do biopromotor 

diluído em 4,0 L de água; IntraVet = injeção intraperitoneal de 200 μL por peixe; 

IntraCom = injeção intraperitoneal de Aquavac 50 μL por peixe (controle positivo); 

Alim 1 = na via oral 100 μL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram adicionados 

200 μL do biopromotor a cada grama de ração oferecida e grupo controle; VCM = 

volume corpuscular médio, CHCM = concentração de hemoglobina corpuscular 

média. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos (p 

<0,05). 
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Tabela 4: Intensidade das alterações histológicas no fígado, baço, brânquias e intestino 

(média ± desvio padrão) da tilápia-do-nilo após 54 dias de experimento. Na imersão 

1 = 500 mL do biopromotor diluído em 4,5 L de água; em imersão 2 = 1000 mL do 

biopromotor diluído em 4,0 L de água; IntraVet = injeção intraperitoneal de 200 μL 

por peixe; IntraCom = injeção intraperitoneal de Aquavac 50 μL por peixe (controle 

positivo); Alim 1 = na via oral 100 μL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram 

adicionados 200 μL do biopromotor a cada grama de ração oferecida e grupo controle. 

Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos (p <0,05). (0) 

indicam ausência de lesão. 
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Tabela 5: Intensidade das alterações histológicas no fígado, baço e intestino (média ± 

desvio padrão) da tilápia-do-nilo após desafio experimental com S. agalactiae. Na 

imersão 1 = 500 mL do biopromotor diluído em 4,5 L de água; em imersão 2 = 1000 

mL do biopromotor diluído em 4,0 L de água; IntraVet = injeção intraperitoneal de 

200 μL por peixe; IntraCom = injeção intraperitoneal de Aquavac 50 μL por peixe 

(controle positivo); Alim 1 = na via oral 100 μL do biopromotor e Alim 2 = na via 

oral foram adicionados 200 μL do biopromotor a cada grama de ração oferecida e 

grupo controle. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos 

(p <0,05). (0) indicam ausência de lesão. 
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Figura 1: Atividade específica de enzimas antioxidantes no fígado de tilápia-do-nilo 

após 54 dias de experimento. Na imersão 1 = 500 mL do biopromotor diluído em 4,5 

L de água; em imersão 2 = 1000 mL do biopromotor diluído em 4,0 L de água; 

IntraVet = injeção intraperitoneal de 200 μL por peixe; IntraCom = injeção 

intraperitoneal de Aquavac 50 μL por peixe (controle positivo); Alim 1 = na via oral 

100 μL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram adicionados 200 μL do 

biopromotor a cada grama de ração oferecida e grupo controle. Catalase (CAT); 

Superóxido dismutase (SOD); Glutationa S-transferase (GST). 
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Tabela 6: Parâmetros de crescimento (média ± desvio padrão) da tilápia-do-nilo após 

54 dias do experimento. SGR = taxa de crescimento específica, FE = eficiência 

alimentar, FW = Peso Final, FL = Comprimento Final. Na imersão 1 = 500 mL do 

biopromotor diluído em 4,5 L de água; em imersão 2 = 1000 mL do biopromotor 

diluído em 4,0 L de água; IntraVet = injeção intraperitoneal de 200 μL por peixe; 

IntraCom = injeção intraperitoneal de Aquavac 50 μL por peixe (controle positivo); 

Alim 1 = na via oral 100 μL do biopromotor e Alim 2 = na via oral foram adicionados 

200 μL do biopromotor a cada grama de ração oferecida e grupo controle. 

 

Figura 2: Gráfico da mortalidade acumulada da tilápia-do-nilo após infecção pelo 

patógeno bacteriano S. agalactiae. 
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Figura 3: Alterações histológicas em tilápia-do-nilo após o 54º dia de experimentação. 

A: Tecido hepático de peixe grupo IntraVet com microesteatose; B: Infiltrados 

eosinofílicos (seta) e necrose (cabeça de seta) em tecido hepático de peixes grupo 

controle; C: Aspecto de hemosiderina em tecido do baço de peixe do grupo Alim 1; 

D: Esteatose no tecido do baço de peixe controle. Coloração: HH & E, Barra: 50 μm. 

 
 

 

 

 

 

 

 



88 

 

Figura 4: Alterações histológicas na tilápia-do-nilo após o 54º dia de experimentação. 

A: Secção do intestino de tilápia grupo controle, onde é possível observar as células 

caliciformes; B: Secção do intestino de tilápia grupo Alim 1, onde é possível observar 

as células caliciformes; C: Tecido de brânquia de peixe grupo Alim 2, em perfeitas 

condições; D: Tecido de brânquia de peixe grupo controle com congestão do veio 

central; E: Tecido hepático de peixe do grupo IntraCom, presença leve de infiltrado 

eosinofílico; F: Tecido hepático de peixe do grupo Imersão 1, onde pode ser observada 

a congestão de sinusoides (seta) e aspecto balonoso dos hepatócitos (cabeça de seta). 

Coloração: HH & E, Bar: 50 μm. 
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3.4 DISCUSSÃO 

 

Embora o uso de antibióticos ainda seja recorrente para controlar 

infecções bacterianas em peixes, pesquisas que buscam alternativas para 

substituir os antibióticos na aquicultura são 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 à grande 

diversidade de peixes que estão sendo cultivados, diferenças 

consideráveis podem ser encontradas entre alguns elementos importantes 

do sistema imunológico. (Pohlenz; Gatlin, 2014). O sistema imunológico 

dos peixes teleósteos é muito similar ao encontrado em vertebrados 

superiores, constituído 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 

o uso de um biopromotor e seus efeitos sobre os mecanismos do sistema 

imune de tilápias nilóticas. 

Os componentes alimentares não digeríveis podem exercer 

influência no sistema imune do intestino por meio da estimulação do 

metabolismo das bactérias autóctones (Gourbeyre et. al., 2011; Kiron, 

2012) e na aquicultura, como imunoestimulantes, tem sido destacado 

particularmente em duas espécies de peixes teleósteos, 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 fisiológico dos peixes pode ser 

refletido nos índices hematológicos como hematócrito, níveis de 

neutrófilos, trombócitos, pois, podem determinar a capacidade do peixe 

para resistir a doenças, além disso, os imunomoduladores podem induzir 

atividades elevadas nos mecanismos de defesa inespecíficos, como 

aumento da atividade oxidativa de neutrófilos, aumento de atividade de 

células fagocíticas ou potencialização de células citotóxicas (Anderson, 

1992; Magnadottir, 2006). Na hematologia do presente estudo dois 

momentos distintos foram observados, uma análise aos 54 dias e outra 

após o desafio. Em um primeiro momento (Tabela 2) observamos o 

desenvolvimento de um quadro característico de efeitos 

imunomodulatórios nos animais, exibindo um aumento significativo nos 

níveis hematológicos dos peixes tratados quando comparados ao grupo 
controle, com isso, acreditamos que houve estimulação da resposta imune 

inata dos animais. 

Segundo Brudeseth et al. (2013), a administração de vacinas é 

realizada oralmente através da ração, por imersão em suspensões diluídas 

e por injeção via intraperitoneal, onde geralmente, o nível e a duração da 
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eficácia são maiores com o método de injeção, porém causando mais 

estresse ao peixe. Acreditamos que no presente estudo, o fator estresse, 

relacionado aos manejos de aplicações intraperitoneal e imersão, não foi 

refletido no hemograma devido ao tempo decorrido entre as aplicações e 

coleta do material para análises. 

No presente estudo os resultados hematológicos diferem das 

quantificações encontradas por Telli et al. (2014), quando utilizaram o 

probiótico Bacillus subtilis adicionado à dieta de O. niloticus cultivadas 

sob diferentes densidades; Ranzani-Paiva et al. (2004), quando 

desafiaram O. niloticus com o patógeno Mycobacterium marinum; Brum 

et al. (2017) quando verificaram o efeito da inclusão do óleo essencial de 

manjericão e gengibre na dieta de O. niloticus; e Tavares-Dias e Moraes 

(2007), quando verificaram o perfil hematológicos de Ictalurus 
punctatus. Entretanto, apesar de haver uma variação no perfil 

hematológico entre as diversas espécies de peixes, a resposta imune 

global segue um padrão (Pohlenz; Gatlin, 2014), ainda que as situações 

de mantença 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 

referência hematológica basal e como referência de uma situação de 

imunomodulação e imunoestimulação para tilápias-do-nilo. Portanto, ao 

compararmos os peixes dos grupos tratados com os grupos referência, 

verificamos que o tratamento proporcionou uma melhora da imunidade 

inata desses animais. 

Já no período pós-infecção, as alterações hematológicas (Tabela 

3), retrataram um quadro clínico característico de peixes afetados pela 

bactéria S. agalactiae. O número de neutrófilos e monócitos apresentou-

se elevado com uma queda na quantidade de leucócitos totais, eritrócitos, 

hemoglobina, trombócitos e linfócitos em relação às analises pré-

infecção. Conforme Zachary et al. (2012), os eritrócitos são células que 

circulam por longo tempo na corrente sanguínea e quando ocorre algum 

processo de inflamação a quantidade de eritrócitos diminui, mas são 

normais em tamanho e concentração de hemoglobina, que é o pigmento 

normal dos eritrócitos. Assim, os valores de volume corpuscular médio 

(VCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) estão 

intimamente ligados a hemoglobina corpuscular média (HCM), dessa 
maneira, excessos extracelulares de hemoglobina podem alterar esses 

índices, causando um aumento artificial de HCM e CHCM. Sendo assim, 

consequentemente, uma redução na quantidade de eritrócitos implica em 

níveis mais baixos de hemoglobina, como foi verificado no período pós-

infecção do presente estudo.  
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A Trombocitopenia pode estar relacionada ao aumento do 

consumo e destruição de trombócitos, alterações na sua distribuição e 

hemorragias. O baço, um órgão ligado diretamente a produção dessas 

células, quando afetado por quaisquer anormalidades pode refletir no 

número de trombócitos circulantes (Zachary et al., 2012). Isso nos leva 

acreditar que a infecção é a principal causadora da trombocitopenia, pois, 

proporcionou um quadro infeccioso agudo nos peixes e provavelmente 

afetou órgãos, como o baço. 

Martins et al. (2008), ao verificarem alterações hematológicas em 

tilápias infectadas experimentalmente com Enterococcus sp. mostraram 

que o número total de trombócitos, linfócitos e hematócrito foram 

afetados pela injeção bacteriana. Já Brum et al. (2017), após desafiarem 

tilápias-do-nilo suplementadas com óleo essencial de gengibre e 

manjericão com a bactéria S. agalactiae também verificou o aumento de 

neutrófilos circulantes e queda na quantidade de linfócitos e leucócitos 

totais, atribuindo essa alteração ao quadro infeccioso, onde a migração de 

leucócitos ocorre em direção aos sítios de infecção. Alsaid et al. (2015), 

afirmam que o aumento de leucócitos totais em tilápia híbrida 

(Oreochromis sp.) infectadas por S. agalactiae trata-se de uma resposta 

natural do sistema imune inato induzida pela presença de patógenos. 

Zachary et al. (2012), também afirmam que diante de um quadro 

inflamatório, os neutrófilos têm como objetivo eliminar micro-

organismos ou corpos estranhos. Parece que essas alterações podem 

variar em cada situação, entretanto, no presente estudo acreditamos que 

os animais que receberam o biopromotor apresentaram uma melhora 

considerável nos índices hematológicos. 

Em relação aos parâmetros imunológicos séricos, não houve 

diferenças significativas entres os grupos tratados e o controle, nem antes 

e nem após o desafio. De mesmo modo, Brum et al. (2018), quando 

verificaram os parâmetros bioquímicos sanguíneos em tilápia nilótica 

suplementadas com óleos essenciais de manjericão e gengibre, não 

observaram diferenças significativas entre os tratamentos para proteínas 

totais séricas e imunoglobulinas e relatam que isto poderia ser um 

benefício, uma vez que não há estímulo excessivo dos mecanismos de 

defesa que consomem energia, sendo ativados apenas contra patógenos. 

Entretanto, no presente estudo, observamos que no período pós-infecção 
a proteína sérica total aumentou em IntraCom, Alim 1 e Alim 2 com 

relação ao período pré-infecção. Segundo Melo et al. (2009), essas 

mudanças na concentração total de proteínas séricas podem estar 

relacionadas com alterações no volume plasmático, e qualquer estresse 

sofrido pelos animais pode alterar os valores totais de proteína. De mesmo 



92 

 

modo, as imunoglobulinas pós-infecção foram aumentadas em Imersão 1, 

IntraCom, Alim 1 e Alim 2 em relação ao período pré-desafio. Segundo 

Swain et al. (2006), as imunoglobulinas atuam diretamente na aglutinação 

de patógenos. Ainda que não tenha ocorrido diferenças significativas 

entre os grupos, o aumento da quantificação de proteínas totais e 

imunoglobulinas após a infecção pode nos direcionar para um 

entendimento, no qual, os peixes desses tratamentos tiveram melhorias 

nos mecanismos de defesa no momento em que o patógeno foi inoculado 

no organismo. 

As investigações histopatológicas são capazes de diferenciar 

lesões em órgãos, induzidas por doenças ou por outros fatores ambientais. 

A análise estereotécnica fornece dados quantitativos sobre lesões 

patológicas, aumentando assim, a probabilidade de identificar as relações 

de causa e efeito (Schwaiger et al., 1997). Segundo Cao et al. (2016), o 

fígado é o principal órgão responsável pelo metabolismo de compostos 

endógenos e exógenos sendo um dos primeiros órgãos alvo para a ação 

tóxica de estressores. Essa informação corrobora com os resultados 

observados no presente estudo, onde as análises histológicas pré-infecção 

e pós-infecção revelaram que o fígado foi o órgão que apresentou maiores 

alterações significativas entre os tratamentos. 

O presente estudo revelou que nas análises histológicas do 54º 

dia mais de 80% das lesões de menor intensidades foram nos grupos 

tratados. Esse fato, possivelmente, pode estar relacionado com a 

administração do biopromotor que promoveu melhorias na saúde dos 

peixes desses grupos em relação aos peixes do grupo controle. Yunis-

Aguinaga et al. (2015), também verificaram uma melhora dos aspectos 

sanitários e imunológicos em O. niloticus desafiadas com S. agalactiae 

após a suplementação dietária com Uncaria tomentosa, e não observaram 

lesões histopatológicas em brânquias, intestino e fígado, no entanto, 

observaram que no baço houve hiperemia nos peixes suplementados com 

as maiores concentrações da planta. Já Brum et al. (2018), ao 

investigarem mudanças histológicas em tilápia-do-nilo suplementadas 55 

dias com óleos essenciais de manjericão e gengibre, observaram no tecido 

hepático uma variedade de lesões, porém os grupos diferiram 

estatisticamente apenas em congestão nos sinusoides e núcleos com 

picnose. 
Aos 54 dias de experimento a esteatose no baço foi mais elevada 

nos grupos tratados, onde também foram observadas deposições de 

pigmentos com aspecto de hemosiderina. A hemosiderina pode estar 

presente na composição química de macrófagos, bem como a melanina e 

a lipofuscina (Wolke et al., 1985). A presença de melanina em 
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macrófagos no baço pode estar relacionada à resposta imune do 

organismo do peixe (Kowalska et al, 2011), entretanto o papel da 

melanina nos agregados de macrófagos não é bem esclarecido, mas pode 

estar envolvida na proteção celular, atuando na conversão de ânions (O2
-

) em situações de estresse oxidativo (Wolke et al., 1985). Fishelson 

(2006), ao verificar alterações citomorfológicas no baço de peixes 

cardinais (Apogonidae), como bioindicadores do estresse, observou que 

os centros de melanomacrófagos armazenam grânulos de melanina em 

seu citoplasma e geralmente aparecem marrom ou marrom escuro devido 

a hemossiderina e que, no baço de peixes de locais poluídos, o número de 

centros de melanomacrófagos revelaram massas maiores de deposição de 

hemossiderina em comparação com peixes da mesma espécie dos locais 

designados como controle. No presente estudo, a presença de maiores 

deposições de hemosiderina no baço dos peixes dos grupos Alim 1 e Alim 

2, pode ser justificada como um aumento da resposta imunológica dos 

animais nesses tratamentos, uma vez que, a quantidade aumentada de 

pigmentos oriundos dos agregados de macrófagos pode estar relacionada 

com uma resposta fisiológica contrária a algum estresse indevido sobre 

os mecanismos homeostáticos fisiológicos dos peixes, caracterizando um 

quadro imunomodulatório.  

As análises realizadas nas brânquias se deram somente no 

momento pré-infecção, pois, havia a necessidade de verificarmos se os 

tratamentos por banho de imersão causariam algum dano ao órgão. 

Acreditamos que as lesões observadas nas brânquias não tenham relações 

com os banhos, pois, invariavelmente, ocorreram em todos os 

tratamentos. Geralmente, as lesões mais comuns nas brânquias podem 

ocorrer pela presença de contaminantes na água, bacterioses e parasitos 

(Eller, 1975). 

Kiron (2012), relatou que o intestino está associado ao sistema 

imunológico dos peixes. A mucosa intestinal é rica em células do sistema 

imunológico, como linfócitos, plasmócitos, granulócitos eosinofílicos e 

macrófagos e podem desencadear respostas locais. Brum et al. (2018), 

observaram em tilápias suplementadas como óleos essenciais de 

manjericão e gengibre, diferenças para infiltrado linfocitário entre os 

grupos, enquanto os parâmetros morfométricos do intestino não 

apresentaram diferenças. No presente estudo aos 54 dias, também não foi 
verificada nenhuma diferença na morfometria do intestino entre os peixes 

nos grupos experimentais. 

Por outro lado, após o desafio de infecção experimental, as 

alterações morfométricas foram mais significativas entre os grupos, com 

destaque para as células caliciformes. Em nosso estudo, o aumento no 
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número de células caliciformes, observado entre os grupos no período 

pós-infecção, pode estar relacionado com a aplicação do biopromotor, 

uma vez que um número de células caliciformes triplicou em Alim 2. O 

muco secretado pelas células caliciformes desempenha importantes 

funções relacionadas à imunidade, serve como barreira mecânica, 

dificultando a aderência de organismos patogênicos (Subramanian et al., 

2007). Alterações na função e na composição do muco das células 

caliciformes podem estar relacionadas às toxinas de micro-organismos 

patogênicos ou ativação de respostas imunológicas no organismo. A 

morte e a perda da mucosa epitelial ocasionam hemorragias e favorecem 

a adesão de micro-organismos infecciosos (Zachary et al., 2012). 

Conforme Amal e Zamri-Saad (2011), a infecção por 

Streptococcus ocasiona muitos sinais clínicos característicos, incluindo 

sinais mais proeminentes como exoftalmia uni ou bilateral e o abdômen 

distendido. Os exames post-mortem dos peixes afetados revelaram 

esplenomegalia e coloração avermelhada do baço, fígado pálido e 

aumentado. Soto et al. (2016), ao desafiarem tilápias-do-nilo com S. 

agalactiae verificaram que o fígado é um dos órgãos mais afetados por 

essa bacteriose. Essas informações corroboram com o presente estudo, 

onde os dados observados na histologia do fígado e baço após a infecção 

mostram que o agravamento das lesões nesses órgãos foi predominante. 

Entretanto, vimos que os grupos que foram tratados com o biopromotor 

apresentaram menores intensidades de lesões em mais de 90% dos casos 

onde ocorreram as diferenças estatísticas significativas. 

Igualmente Brum et al. (2018), ao desafiarem tilápias nilóticas 

suplementadas com óleos essenciais de gengibre e manjericão com o 

patógeno S. agalactiae, observaram que a severidade e significância das 

lesões entre os grupos foi mais frequente e que os peixes tratados com 

0,5% de gengibre e 0,5% de manjericão apresentaram redução 

significativa de microesteatose, enquanto a intensidade de necrose foi 

significativamente reduzida nos peixes alimentados com manjericão a 

1,5%, comparado ao controle. No presente estudo verificamos que a 

necrose foi reduzida e a microesteatose agravou-se de maneira 

severíssima após o desafio experimental. Segundo Chen et al. (2007), a 

microesteatose pode ser verificada com frequência no fígado de peixes 

oriundos da aquacultura e não é necessariamente uma lesão causada por 
infecção, mas por inadequações na formulação de dietas comerciais. Por 

outro lado, Zachary et al. (2012), relatam que o fígado é responsável pela 

degradação metabólica de triglicérides, sendo assim, a microesteatose 

provavelmente pode ter aumentado severamente devido a falência das 

funções hepáticas causada pelo quadro infeccioso do desafio 
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experimental, ocasionando o acúmulo de lipídios no tecido hepático, 

impedindo a liberação dos mesmos na forma de lipoproteínas. 

O período pós-infecção agravou o quadro de lesões no baço dos 

animais. Yunis-Aguinaga et al. (2015), quando utilizaram unha-de-gato 

(Uncaria tomentosa) na dieta de tilápias-do-nilo desafiadas com 

Streptococcus agalactiae verificaram um incremento da atividade 

imunológica nos animais e observaram a congestão de vasos no baço, 

atribuindo o fato ao aumento da atividade desse órgão para fornecer 

anticorpos e imunoglobulinas. No presente estudo a congestão de vasos 

no baço foi incidente e intensa em todos os grupos, entretanto os grupos 

tratados apresentaram maior congestão. Isso nos leva a crer que esses 

animais estavam com atividade imunitária aumentada devido ao 

biopromotor. 

As análises de atividades enzimáticas foram realizadas somente 

com as amostras do tecido do fígado dos peixes coletadas no 54º dia do 

experimento. Um estado moderado de estresse oxidativo induzido por 

múltiplos agentes estressores pode criar respostas adaptativas e melhorar 

a capacidade de adaptação aos desafios estressantes (Surai, 2015). Os 

peixes, diferentemente dos vertebrados terrestres, estão constantemente 

expostos a EROs devido às condições do ambiente aquático (Chow, 

1991), mesmo que as condições sejam controladas, o ambiente de 

experimentação pode apresentar variações pontuais na temperatura, 

oxigênio dissolvido, amônia pH, iluminação e além do estresse de 

cativeiro. As espécies reativas de oxigênio não só induzem as lesões no 

fígado como também podem prejudicar o sistema de defesa no órgão. A 

superóxido dismutase e catalase bloqueiam os efeitos oxidativos de EROs 

(Zachary et al., 2012). Nos peixes, o tecido de órgãos como o fígado, são 

dotados de sistemas de defesa antioxidante constituídos por CAT e SOD 

(Basha; Rani, 2003). Atli et al. (2006), verificaram a atividade enzimática 

catalase em tecidos de órgãos de O. niloticus expostas a metais pesados e 

no fígado 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 resistência dos neutrófilos 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 

injeção intraperitoneal continua a ser o método mais popular de escolha 

na vacinação de peixes e na maioria dos estudos, injetar a vacina em 

peixes resultaram nos melhores resultados (Caipang et al., 2014), o nível 
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e a duração da eficácia são maiores, gerando um maior estresse ao peixe 

devido a sua capacidade de depositar antígenos no local da injeção, 

mantendo, portanto, a base de contato entre antígenos vacinais e células 

imunológicas para fortalecer e estimular respostas pró-inflamatórias e 

humorais (Brudeseth et al., 2013). Sendo assim, no presente estudo, a 

atividade elevada da enzima catalase no tecido hepático dos peixes 

tratados nos fazem acreditar que, possivelmente, esses animais estavam 

com suas capacidades imunofisiológicas 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 

tilápia por Facimoto et al. (2017), se mostrou como um agente muito 

patogênico de alta virulência. Soto et al. (2016), ao desafiarem tilápia-do-

nilo com S. agalactiae em condições laboratoriais, observaram 

mortalidades agudas após dois dias, com sinais clássicos de 

estreptococose e verificaram, ainda, que as via intraperitoneal e 

intramuscular representaram um método fácil e rápido para administrar 

com precisão as bactérias suspensas, porém podem ser mais agressivos, 

pois, as bactérias não são expostas à proteção imune inata presente na 

pele, nas brânquias e na mucosa gastrointestinal e, portanto, evitam 

mecanismos importantes de defesa imunológica característica dos peixes. 

Pereira et al. (2010), estudaram a virulência de S. agalactiae 

isolada de humanos, bovinos e peixes, usando injeção intraperitoneal e 

banho de imersão como rotas de infecção em tilápia-do-nilo e verificaram 

que as cepas analisadas dos três hospedeiros naturais não apresentaram 

relação genética, mas algumas cepas, bovina e humana, nas dosagens de 

107 UFC peixe-1 e 107 UFC ml-1 foram capazes de infectar peixes e causar 

meningoencefalite quando administradas via intraperitoneal. No presente 

estudo, onde utilizamos a dosagem de 107 UFC peixe-1, foi verificado que 

S. agalactiae foi capaz de infectar e matar 100% dos peixes do grupo 

controle em até 192 horas após a inoculação do patógeno.  

Por outro lado, verificamos que todos os grupos tratados com o 

biopromotor desenvolveram certa resistência ao patógeno e isso talvez 

esteja relacionado ao fato do biopromotor conter em sua composição 

produtos de fermentação de B. subtilis, como a bacteriocina subtilina, que 

é um peptídeo antimicrobiano que pode combater outras estirpes de 
bactérias gram-positivas (Heinzmann et al., 2006). Além disso, os 

metabólitos oriundos de B. subtilis podem ser usados para melhorar o 

estado imunológico e de saúde, aumentando a resistência às doenças em 

O. niloticus, melhorando o desempenho do crescimento (Aly et al., 2008). 

Estes fatos corroboram com todos os indícios encontrados no presente 



97 

 

 

estudo e que, o desempenho zootécnico alcançado pelos animais dos 

tratamentos Alim 1 e Alim 2, tenha ligação direta com a via de aplicação 

do biopromotor, que foi capaz de estimular a mucosa intestinal, 

ocasionando uma melhora nos mecanismos imunológicos com benefícios 

diretos sobre a saúde desses animais. 
 

3.5 CONCLUSÃO 
  

Uso do biopromotor por meio das vias de administração oral, 

intraperitoneal e banho de imersão apresentou efeitos significativos em 

tilápia-do-nilo, proporcionando alterações nos mecanismos 

hematoimunológicos dos animais, bem como amenizou danos causados 

pela infecção por Streptococcus agalactiae, além de promover certa 

resistência aos peixes frente ao patógeno. 
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4.  CONCLUSÕES GERAIS 

 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez os resultados 

dos efeitos da suplementação de 0,1% de silimarina em dietas para 

Oreochromis niloticus. A administração da silimarina como aditivo 

alimentar desenvolveu efeitos hepatoprotetores nos peixes, como menor 

dilatação sinusoidal, infiltrados eosinofilicos e linfocitários no fígado 

bem como aumento do numero de trombocitos sanguíneos. Já o uso do 

biopromotor por meio das vias de administração oral, intraperitoneal e 

banho de imersão apresentou efeitos significativos em tilápia-do-nilo, 

proporcionando alterações nos mecanismos hematoimunológicos dos 

animais, bem como amenizou danos causados pela infecção por 

Streptococcus agalactiae, além de promover certa resistência aos peixes 

frente ao patógeno. Portanto, foi possível estabelecer novas estratégias 

para manutenção sanitária da tilápia-do-nilo (oreochromis niloticus L.) 

promovendo, além do aumento da resistência contra streptococcus 

agalactiae, proteção hepática durante o cultivo. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A incorporação do produto Di-Heptarine S® à dieta na proporção 

de 0,1% (1 kg/tonelada) mostrou-se eficaz na manutenção sanitária da 

tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus), pois, promoveu proteção 

hepática e aumento de atividade imunológica em juvenis de tilápia. Por 

serem estes, os primeiros resultados reportados envolvendo os efeitos 

hepatoprotetores da silimarina em tilápia-do-nilo, acreditamos que mais 

estudos devam ser realizados para maiores investigações, incluindo 

diferentes teores de silimarina à ração, por exemplo. 

Em relação ao Gamaxine®, verificamos que o mesmo foi capaz 

de amplificar os parâmetros hematoimunológico em tilápias-do-nilo, 

comprovando que o sistema imunológico 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 

Aquavac, foi fundamental, pois, desta maneira um padrão de animais 

imunomodulados e imunoestimulados foi determinado, proporcionando 

uma modelagem excelente para comparação. No presente estudo 

verificamos que as lesões histológicas podem ser induzidas por doenças, 

por fatores ambientais ou nutricionais. Entretanto as análises histológicas 

mostraram que houve menor intensidade de lesões nos peixes que 

receberam a aplicação do biopromotor. 

Os indicadores hematológicos, imunológicos, histológicos e 

enzimáticos obtidos no presente estudo nos forneceram informações 

sólidas acerca do sistema imune de tilápias nas condições experimentais 

propostas, e que o mesmo é constituído por um mecanismo de proteção 

altamente complexo que dispõe de uma ampla gama de recursos e 

componentes individuais. Assim, podemos afirmar que as melhorias 

observadas nos peixes que passaram pelos tratamentos são indícios fortes 

de um efeito imunomodulador nos animais. Todavia, em pesquisas 

futuras acerca do biopromotor Gamaxine®, seriam necessárias maiores 

investigações para dose intraperitoneal com volume inferior a 200 µL 

peixe-1 e tratamento de imersão com tempo de banho abaixo de 20 

minutos. 
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