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RESUMO

Os problemas referentes a sanidade dos animais nas pisciculturas vao muito além de perdas de
rendimentos para os produtores, envolve a busca de inovagdes nos meios de producdo, com o
objetivo de evitar esses prejuizos e com isso conseguir acompanhar a demanda crescente por
alimentos, fornecendo aos consumidores produtos com maior qualidade e seguranca. Entre os
problemas enfrentados pelos produtores ¢ o aparecimento de doengas nos peixes decorrentes de
infeccdes bacterianas que podem causar a morte dos peixes. O controle convencional dessas
doengas ¢ através do uso de antibidticos, que se usados de forma incorreta, apresentam riscos
para a saude dos peixes e para a saude dos consumidores. Dentre as inovagdes, se encontram o
uso de aditivos alimentares com a fun¢do de trazer inimeros beneficios para a saude e
desenvolvimento dos peixes. O objetivo desta dissertagdo ¢ demonstrar que o uso de Oleos
essenciais e probiodticos como aditivos alimentares em Tilapias-do-Nilo trazem beneficios para
a saude dos peixes frente a patogenos. Para isso, o projeto foi dividido em duas partes: in vitro
e in vivo. A fase in vitro consistiu na elaboragdo de ensaios antagénicos com trés Oleos
essenciais (canela casca, horteld pimenta e coentro erva), quatro linhagens bacterianas isoladas
(Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium bifidum e Bacillus
clausii) e um pool probidtico (Flora 5®) contra a bactéria Aeromonas hydrophila, além da
determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e testes de toxicidade com Artemia
salina para os Oleos essenciais. Ao final dos testes in vitro tanto o 6leo de canela quanto o
probidtico Flora 5® foram escolhidos para compor os testes in vivo por apresentarem maior
atividade inibitoria. O segundo capitulo se refere a implementacdo desses aditivos na
alimentagdo das Til4apias-do-Nilo em trés tratamentos (controle, tratamento com Flora 5® e
tratamento com o6leo de canela). Os peixes do controle foram alimentados com ragdes sem
aditivos, no tratamento com probidtico, a alimenta¢ao dos animais foi suplementada com Flora
5® na propor¢do 9 g por kilo de ra¢do e no tratamento com dleo essencial, adicionou-se 1,5
gramas de 6leo de canela por kilo de racdo. Apos a suplementagdo por 35 dias, realizou-se trés
coletas: momento 0, 24 e 48 horas apds a exposicao dos peixes a A. hydrophila. com a
finalidade de avaliar a influéncia dos aditivos nos parametros hematologicos, nos parametros
fisico-quimicos da agua, no crescimento e no estado de satide dos peixes. Nos resultados,
houve varia¢des significativas na turbidez da agua, na concentragdo de hemoglobina e PPT do
perfil hematologico, na contagem de leucécitos e trombocitos, além de verificar diferencas no
aparecimento de sinais clinicos da doencga entre os tratamentos. Diante desses resultados,

conclui-se que tanto o 6leo de canela quanto o probidtico Flora 5 trouxeram beneficios a satide



das Tilapias-do-Nilo, fato esse que pode ser usado em beneficio tanto dos piscicultores,
trazendo maior estabilidade na produgdo, menores gastos em tratamentos de doengas e maiores
lucros pela venda de peixes com melhores desempenhos zootécnicos, o que beneficia também

os consumidores que terdo produtos alimenticios com maior qualidade na sua nutrigao.

Palavras-chave: piscicultura, antibioticos, patéogeno, suplementos alimentares, antimicrobiano.



ABSTRACT

Problems related to the health of animals in fish farms go far beyond loss of income for
producers, it involves the search for new technologies and innovations in the means of
production, with the aim of avoiding these losses and thus being able to keep up with the
growing demand for food, providing consumers with products with higher quality and safety.
Among the problems faced by producers is the appearance of diseases in fish resulting from
bacterial infections that can cause the death of fish. Conventional control of these diseases is
through the use of antibiotics, which, if used incorrectly, pose risks to the health of fish and the
health of consumers. Among the innovations are the use of food additives with the function of
bringing numerous benefits to the health and development of fish and thus reducing the use of
antibiotics and their harm. The objective of this dissertation is to demonstrate that the use of
essential oils and probiotics as food additives in Nile Tilapias bring benefits, in addition to
ensuring the health of these animals against pathogens. For this, the project was divided into
two parts: in vitro and in vivo. The in vitro phase consisted in the development of antagonistic
assays with three essential oils (cinnamon bark, peppermint and coriander herb), four isolated
bacterial strains (Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium bifidum e
Bacillus clausii) and a probiotic pool. (Flora 5®) against Aderomonas hydrophila bacteria, in
addition to determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and toxicity tests with
Artemia salina for essential oils. At the end of the in vitro tests, both cinnamon oil and the
probiotic Flora 5® were chosen to compose the in vivo tests because they present greater
inhibitory activity. The second chapter refers to the implementation of these additives in Nile
Tilapia feed in three treatments (control, Flora 5® treatment and cinnamon oil treatment). The
control fish were fed diets without additives, in the treatment with probiotic, the animals' food
was supplemented with Flora 5® in the proportion of 9 g per kilo of ration and in the treatment
with essential oil, 1.5 grams of oil was added. of cinnamon per kilo of feed. After
supplementation for 35 days, three collections were performed: time 0, 24 and 48 hours after
fish exposure to A. hydrophila in order to evaluate the influence of additives on hematological
parameters, physicochemical parameters of water, growth and health status of fish. In the
results, there are significant variations in the turbidity of the water, in the concentration of
hemoglobin and PPT of the hematological profile, in the count of leukocytes and thrombocytes,
in addition to verifying differences in the appearance of clinical signs of the disease between
treatments. In view of these results, it is concluded that both cinnamon oil and the probiotic

Flora 5 brought benefits to the health of Nile Tilapias, a fact that can be used to the benefit of



both fish farmers, bringing greater stability in production, lower costs in disease treatments and
greater profits from the sale of fish with better zootechnical performance, which also benefits

consumers who will have food products with higher quality nutrition.

Keywords: fish farming, antibiotics, pathogen, food supplements, antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

O crescimento populacional resultou na busca por maior disponibilidade de
alimentos que pudessem atender as necessidades da populagdo. Devido a isso, diversos setores
alimentares tiveram que se aprimorar e aumentar sua demanda alimentar. Dentre os setores que
tiveram aumento com esse crescimento populacional foi o setor do pescado, que tem como
objetivo capturar e fornecer para o mercado um niimero cada vez maior de peixes (ANDRADE;
YASUI, 2003). A atividade da pesca extrativista, ndo se remete apenas a captura de peixes, mas
também de outros organismos aquaticos e estd se tornando fonte de muitos impactos
ambientais, causando poluicdo de rios € mares e sua sobrepesca pode levar a extingdo de
algumas espécies (FAO, 2012).

Uma atividade que estd crescendo como alternativa para diminuir os impactos
ambientais da pesca extrativista ¢ a aquicultura, que ¢ definida por SILVA (2003) como criagdo
de diversos organismos aquaticos. De acordo com FAO (2018), o pescado alcangou em 2016,
171 milhdes de toneladas, onde 47% representam a aquicultura. Na Figura 1 da SOFIA (2020)
pode-se observar o aumento do setor da aquicultura nos Gltimos em compara¢do com a pesca
extrativista, estimando que em 2018 a produgdo global de peixes foi de 179 milhdes de

toneladas.
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Figura 01: Comparacao da produg¢ao mundial da pesca extrativista e aquicultura

A aquicultura pode ser subdividida em varios ramos de produgdo: malacocultura
(criagdo de moluscos), carcinicultura (criagdo de camardes), ranicultura (criagdo de anfibios,

principalmente rds) e a principal subdivisdo, a piscicultura (criacdo de peixes) (Figura 2)
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(TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015). Pode-se dizer que o Brasil apresenta condigdes
favoraveis para esta pratica, como um clima favoravel, areas para o plantio de graos para
producdo de ragdes e um cobigavel potencial hidrico, que somando com a caréncia de

alimentos s6 faz sua importancia aumentar (BAPTISTA et al., 2018).

CARCINICULTURA
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REPTEIS |
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Fonte: SEBRAE, 2015.

Figura 02: Representagdo, em percentagem, dos ramos da aquicultura no Brasil.

Dentre todos os ramos da aquicultura, a pratica da piscicultura disponibiliza ndo s6
uma maior certeza quanto a qualidade e quantidade de seus produtos, oferecendo uma fonte
alimentar saudavel (OLIVEIRA, 2009), como também proporciona varias oportunidades de
emprego e um sustento para os produtores (LESTON et al., 2011).

Diversas espécies de peixes sdo produzidas no Brasil, dentre as mais conhecidas
estdo a Tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), Tambaqui (Colossoma macropomum), carpa
(Cyprinus carpio), pacu (Piaratus mesopotamicus), pintado (Pseudoplatystoma corruscans),
truta (Oncorhynchus mykiss), pirarucu (Arapaima gigas), entre outras (SEBRAE, 2015). Na
Figura 03 estdo representadas a porcentagem de representacdo das principais espécies de
peixes produzidas no Brasil.

Das espécies listadas, a tilapia ¢ um dos grupos que mais cresce nos cultivos, sendo
a espécie mais cultivada no Brasil e a de maior importancia econdmica, representando 83% da
piscicultura nacional e contribuindo mais de 47% para a producdo nacional (Figura 04)
(SEBRAE, 2015). No Brasil, a grande demanda pela tilapia se estende tanto para o mercado
nacional, quanto para o mercado internacional. Os motivos que levam essa espécie a ser mais
explorada sdo: facil reprodugdo, carne de o6tima qualidade, 6timo valor de mercado, baixos

custos de producdo e facil adaptabilidade aos sistemas de cultivo (OLIVEIRA, 2009).
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Figura 03: Principais espécies produzidas no Brasil

Apesar da Tilapia-do-Nilo ser uma espécie considerada mais resistente, o nao
seguimento das boas praticas de manejo contribuem para a ocorréncia de parasitas, bactérias,
fungos e virus que comprometem o desenvolvimento do animal e como consequéncia final leva
a morte dos peixes (MARQUEZ et al, 2014). Os principais agentes patogénicos sdo:
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas spp, Vibrio anguillarum, Flavobacterium columnare,
Edwardsiella tarda, Streptococcus spp, Enterococcus spp € Francisella spp (MARTINS et al.,
2008; LEIRA et al., 2016).



Figura 04: Tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), uma das 77 espécies de tilapias
jé& descritas

Um dos agentes patogénicos responsavel por causar diversos prejuizos para
piscicultura tropical devido a rapidez no aparecimento de sinais clinicos sdo as bactérias do
género Aeromonas spp, sdo Gram negativas, ndo encapsuladas, apresentam respiragdo aerdbica
ou anaerobica e se encontram na forma de bastonetes méveis (KOZINSKA, 2007). Esse género
se faz presente na microbiota natural dos peixes sem causar grandes problemas, mas quando os
animais sdo expostos a fatores estressantes pode ocorrer um desequilibrio da microbiota e
assim manifestacdes da doenga, causando surtos infecciosos com elevada mortalidade
(CIPRIANO, 2001).

Os principais sintomas encontrados em peixes infectados com Aeromonas sp sao:
lesdes hemorragicas internas, hemorragias nas branquias, nas aberturas naturais, nos Orgaos
internos, acimulo de fluidos opacos ou sanguinolentos e ulceras externas (AUSTIN; AUSTIN,
1987). Essa doenca ndo so prejudica a saide dos peixes como também apresenta riscos para

saude dos piscicultores e consumidores (Figura 05) (VIEIRA, 2004).

Contudo, a manutenc¢do regular dos cuidados necessarios impede a proliferacdo de
doencas e a disseminagdo de patdgenos por todo o cultivo (MARTINS, 2004). Buscando
sempre desenvolver boas praticas de manejo, além de procurar novas tecnologias e inovagdes
nos métodos de criagao, para garantir o equilibrio e a estabilidade que o ambiente necessita, ao
preservar a terra, a dgua, a flora e a fauna e impedir que quaisquer alteragdes destes venham a
prejudicar o cultivo (MICHELS; ROCHMANN, 2003; SILVEIRA ef al., 2009). Um dos
cuidados mais primordiais que influencia diretamente no desenvolvimento e na saude dos
peixes e indiretamente no comportamento, reproducao ¢ o fornecimento de alimentos de alta
qualidade e com todos os nutrientes essenciais para a nutri¢do animal (CYRINO et al., 2010).

Os principais nutrientes essenciais, que devem compor a dieta didria dos peixes sdo compostos
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por proteinas, carboidratos, lipidios e minerais como o foésforo (TAVARES-DIAS, 2009).

Fonte: ALMEIDA et al., 2013.

Figura 05: Sinais clinicos de Tilapias-do-Nilo infectadas por Aeromonas
hydrophila. (A)Manchas ou petéquias na pele, (B) Nadadeiras com erosao

(desfiadas/necrosadas) e com congestdo, (C ) olhos com catarata e hemorragias.

Os cuidados com a dgua também sdo de suma importancia, servindo tanto como
fonte de oxigénio como meio de dispersdo e assimilacdo de residuos. Alguns dos parametros
que devem ser verificados diariamente ou semanalmente para garantir a qualidade da agua sao:
temperatura, oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade, transparéncia, solidos totais suspensos,
turbidez, condutividade, concentracdo de foésforo, nitrogénio, nitrito e amonia (ROTTA;
QUEIROZ, 2003). A manutencao dos parametros sempre esta relacionada com o manejo
aplicado, as espécies cultivadas, a composi¢ao do alimento fornecido e a quantidade de matéria
organica depositada (MERCANTE et al., 2004).

Esses dois cuidados mencionados anteriormente estio intrinsecamente interligados,
ja que fatores como a temperatura da agua, tamanho do animal e a qualidade da agua podem
alterar a absor¢ao dos nutrientes (FRASCA-SCORVO etal.,2001; BORDA et al., 2003).

Mesmo com todos esses cuidados nem sempre se consegue evitar o aparecimento
de doengas e quando isso acontece, sdo utilizados usualmente, como tratamento, os

antibidticos, que apresentam o efeito de impedir ou inibir o crescimento bacteriano, atacando os
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componentes das células bacterianas (LIU et al., 2012). Porém, muitos compostos presentes
nos antibidticos ndo sdo completamente metabolizados pelos animais, os quais sdo eliminados
através da urina e fezes. Esses compostos ao entrar em contato com agua e sedimentos podem
abranger efeitos negativos e toxicos para organismos nao alvos, como plantas e outros animais
aquaticos que nao fazem parte do ciclo produtivo (KEMPER, 2008; RICO; BRINK, 2014). Seu
uso continuo ou seu uso exacerbado pode resultar na sele¢do de patdgenos resistentes,
transmitindo genes de resisténcia entre eles, além de desequilibrar a microbiota natural dos
peixes (SEBASTIAO, 2015).

Com o objetivo de diminuir o uso dos tratamentos convencionais, agressivos e
toxicos para os animais € meio ambiente, novos aditivos funcionais estdo sendo adicionados
nas dietas dos peixes (RINGO et al., 2010). Os dois aditivos mais conhecidos no campo da
pesquisa sdo os fitoterapicos e os probioticos. A formulagdo dos fitoterapicos consiste na
utilizagdo de diversas partes das plantas, como folhas, flores, sementes, tubérculos e raizes,
para se obter Oleos esséncias e extratos que nada mais sdo que misturas complexas de
compostos quimicos (ALBERT; RANSANGAN, 2013). Os 6leos essenciais possuem diversos
compostos ativos, entre eles estdo os fenois, polifenois, alcaloides, quinonas e lectinas, que sao
responsaveis por exercer efeitos bactericidas, fungicidas e parasiticidas contra as mais
importantes bactérias patogénicas, dentre elas a bactéria Aeromonas hydrophila (SILVA,
FERNANDES JUNIOR, 2010; HARIKRISHNAN et al., 2010).

Ja os probidticos consistem em cepas microbianas vivas que suplementam a
alimentagcdo dos peixes, beneficiando a saude do hospedeiro (VERRCHUERE et al., 2000).
Acdo dos probioticos na fisiologia dos peixes pode ser resumida nos seguintes mecanismos:
inibicao do crescimento de células bacterianas patogé€nicas através de competi¢des por sitios de
adesdo na mucosa intestinal, competi¢des por nutrientes e producdes de compostos inibidores
com agdo bactericida, além da producdo de enzimas e vitaminas que estimula um maior
crescimento do animal e uma maior absor¢do de nutrientes (SAHU et al., 2008; TAPIA-
PANIAGUA et al., 2010). Dentre bactérias mais utilizadas como probiodticos encontram-se 0s
géneros Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus (WANG et al., 2008).

Tanto os 6leos essenciais como os probidticos exercem diversos beneficios comuns
na fisiologia dos peixes. Suas atuagdes se ddo principalmente no trato gastrointestinal,
conseguindo modificar as estruturas intestinais, equilibrar a microbiota intestinal, afim de
melhorar a absor¢do de nutrientes provenientes dos alimentos. Podem agir como
imunoestimulantes ao aumentar a eficiéncia da resposta imune inata ¢ adaptativa e assim

influenciando positivamente na tolerdncia ao estresse frente a diversos fatores estressantes.
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Apresentam também atividades antagdonicas contra patdégenos, reduzindo a capacidade destes
de colonizarem o trato digestorio e assim, diminuindo o nimero de casos de doencgas nos peixes
(STEINER; ENCARNACAO, 2010; CRUZ, 2012; AZEVEDO et al., 2015). E o fator
principal que os diferenciam dos tratamentos convencionais ¢ a falta de demasiados riscos
ambientais, ja evidenciados no uso dos antibidticos, proporcionando maior sustentabilidade
para a producdo e maior rendimento destinada ao consumo (CHITMANAT et al., 2005;

MARINO et al., 2010)

2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aquicultura

A pesca extrativista ¢ uma das atividades humanas mais antigas, sendo definida
pela extragdo de organismos aquaticos do proprio habitat natural e destinada ao consumo
humano. Entretanto, atualmente, essa pratica ndo supri mais a demanda da populacao, que se
encontra cada vez mais numerosa. (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017). Além disso, diversos
impactos da pesca extrativista ja observados, citados na Figura 06. Esses impactos envolvem
tantos as esferas ambientais quanto econOmicas e estdo relacionados com a contaminagdo

ambiental e a pesca excessiva, causando diversos prejuizos para o meio ambiente (SCOPEL;

COSTA, 2011).
Impacto da @ PESCA EXCESSIVA
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*MUDANCAS CADELA ALIMENTAR
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Fonte: SCOPEL; COSTA (2011)
Figura 06: Impactos da pesca extrativista excessiva
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Além da sobrepesca extrativista ser um dos principais causadores de extingdes de
espécies de interesse comercial e espécies nativas, como pode ser observado na Figura 07

(ROSA& LIMA, 2008).

® Pesca

B Comércio Ornamental

= Poluigdo

¥ Introdugdo de Espécies
Exdticas

u Todas as Alternativas
acima

Fonte: ROSA&LIMA, 2008
Figura 07: Principais fatores que contribuem para a extingdo de espécies de peixes

A implementa¢do de uma nova area de criagdo animal denominada de aquicultura,
que representa todos os cultivos de organismos aquaticos, como plantas aquaticas, moluscos,
crustaceos, répteis, anfibios e peixes, em um espaco confinado e controlado, promoveu uma
maior demanda de pescados, acarretando a diminui¢ao dos prejuizos que a pesca extrativista
causava, em maiores lucros para os produtores e produtos de maior qualidade para os
consumidores (BOYD; QUEIROZ, 2001). A aquicultura por ser uma darea produtiva
multidisciplinar, sdo produzidas espécies de diversos taxons, tendo destaque no cultivo de
ostras, mariscos, mexilhdes, camardes, carpas, tilapias e salmdes (OLIVEIRA, 2009).

Apesar da manutengdo de peixes em cativeiros para interesses humanos nao ser
uma acao recente, o desenvolvimento da aquicultura por empresas comerciais sé iniciou no
ultimo século, quando comecaram a dominar sua reprodu¢do em cativeiro (FAO, 2009). De
acordo com FAO (2020), a aquicultura ¢ o setor produtivo de alimentos que se desenvolveu
mais rapidamente nos ultimos 50 anos, crescendo a uma média de 5,3% ao ano desde a virada
do século. Essa atividade também ganhou destaque na América Latina, onde paises como
Brasil, Chile, Equador e México contribuem com mais de 80% da producao (BASTOS ef al.,
2004). Além disso, desde 2005, ¢ o setor que mais cresceu em comparacao a outros setores de

carne (bovina, ovina, suina e frango) e a estimativa para o ano de 2025 ¢ que cresg¢a e se torne o
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setor de proteina animal mais produtivo (FIGURA 08)
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Figura 08: Crescimento dos setores de carne no Brasil

2.2. Aquicultura no Brasil

A aquicultura foi o setor que mais cresceu entre os anos de 2004 e 2014, com média
anual de crescimento de aproximadamente 8%, contra 5,1% para bovinos, 4,1% para o frango e
2,9% para suinos. Ja comparando esse crescimento no ano 2018, a aquicultura nacional cresceu
cerca de 5,8 % ao comparar com o ano de 2017, produzindo cerca de 579 mil toneladas em
2018 (IBGE, 2018). Seguindo esse caminho, FAO (2020) elaborou uma proje¢ao da producgdo
de aquicultura do ano de 1990 até o ano de 2021, na qual pode-se observar uma produgdo
superior a 706 mil toneladas da aquicultura, passando a representar 51% da produgdo pesqueira

total do Pais (Figura 09).
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Figura 09: Producdo pesqueira do Brasil por captura e aquicultura (em mil toneladas)

Em relagdo aos proximos anos, uma estimativa feita pela ONU BRASIL (2016)
relata que até o ano de 2025 a aquicultura brasileira tenha um crescimento de aproximadamente
103% devido a diversos investimentos que estdo sendo realizados.

Esse crescimento ¢ explicado pela vantagem territorial aquatica que o Brasil possui,
com um extenso litoral, conferindo a esse pais um enorme potencial para o desenvolvimento da
atividade aquicola, além de uma fonte alimentar mais previsivel, constante e disponivel no ano
todo (BAPTISTA et al., 2018). E essas consequéncias positivas que o territorio aquatico do
Brasil trouxe para a aquicultura nacional podem ser observadas pela grande diversidade de
espécies produzidas, totalizando mais de 35 espécies (Figura 10) (IBGE/PPM, 2018). Entre
todas as espécies cultivadas, pode-se destacar organismos aquaticos como tilapia (Oreochromis
spp.), camardo-branco-do-pacifico  (Litopenaeus  vannamei), tambaqui (Colossoma
macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus), pirapitinga (Piaractus brachypomus) e seus

hibridos (IBGE, 2016).
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Figura 10: Producao da aquicultura nacional em 2018

A aquicultura estd difundida por todo o pais, assumindo varia¢des na distribuicao
dos seus ramos nos diferentes estados brasileiros (Figura 11). Porém, ¢ na costa sul-sudeste
brasileira que essa atividade se assume de grande importincia como fonte alternativa de

alimento, de renda e de trabalho (KUBITZA; ONO, 2010).
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Figura 11: Distribui¢do da Aquicultura no Brasil

2.3. Piscicultura

2.3.1. Piscicultura no Brasil
Dentro da Aquicultura, o ramo que mais se destaca ¢ a piscicultura, caracterizada

pela criagdo e producdo de peixes em cativeiros (MPA, 2013). Essa produgdo s6 foi
aumentando conforme os anos, no ano de 2019 foram produzidas cerca de 758.006 toneladas,
um aumento significativo de 4,9% em comparagdo aos outros anos (Figura 12) (PEIXEBR,
2020). Ja nos anos de 2020 e 2021, houve um acréscimo de 5,93% e 4,74% respectivamente,

chegando a produzir s6 no ano de 2021 cerca de 841.005 toneladas de peixes.
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Figura 12: Aumento da produgdo anual de peixes (2014-2021).

Dentre as espécies de peixes mais produzidas no Brasil temos: tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus), tambaqui (Colossoma macropomum), tambacu (hibrido de tambaqui
com pacu), carpa (Cyprinus carpio), pintado (Pseudoplatystoma corruscans), pacu (Piaractus
mesopotamicus), pirarucu (Arapaima gigas), tendo como principal espécie produzida a tilapia-
do-nilo (FILHO, 2017). Na Figura 13 pode-se observar as principais espécies de peixes

produzidas, em mil toneladas, entre os anos de 2013 e 2018.
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Figura 13: Principais espécies produzidas no Brasil entre os anos de 2013 e 2018.

A distribuicdo dessas espécies no Brasil por regido ¢: tambaqui, pirarucu e
pirapitinga na regido Norte; tilapia no Nordeste; tambaqui, pacu e pintado no Centro-Oeste;
tilapia, pacu e pintado no Sudeste; e carpa, tilapia, jundid na regidao Sul (EMBRAPA, 2017),
porém ao todo sdo produzidas mais de 30 espécies (SCORVO FILHO, 2002).

2.3.2. Sistemas de producio

Dentro da piscicultura, existem diversos sistemas de criacdo que se diferenciam
pela frequéncia do controle da qualidade da agua, pela espécie do peixe, pela composicao da
alimentagdo e pela quantidade de peixes requeridos, classificando os sistemas de producao em
sistema extensivo, semi-intensivo, intensivo e super-intensivo. Os cuidados e o tempo de
manuten¢do requeridos variam em ordem crescente, necessitando de mais investimentos, maior
espagco € mais maos de obra no sistema intensivo do que no sistema extensivo (Tabela 01)
(PEZZATO; BARROS, 2005). E devido a esses diversos sistemas de produgdo, aliados a
inovacdes e cuidados redobrados no ramo pesqueiro, o fornecimento e consumo de peixes

conseguiu superar o crescimento populacional (1,6 % a mais) desde 1961 (FAO, 2018).
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Tabela 01: Caracteristicas gerais dos diferentes sistemas de criacdo na piscicultura

e Pequenos produtores

e Em pequenas areas de espelho de agua

EXTENSIVO e Nio utiliza rac¢oes

e Pouco controle na qualidade da agua

e Nivel de estocagem pequena

e Menores taxas de produtividade

e Pequeno investimento

e Em tanques escavados

SEMI-INTENSIVO e Qualidade da agua parcialmente monitorada
e Uso de ragdes poucas vezes
e Monocultivos
e  Maior produtividade
e Pequenos tanques com alta densidade de estocagem
e Uso de tanque-rede em lagos e acudes

INTENSIVO o Uso de ragdes diariamente

e Monitoramento da qualidade da agua periodicamente

e Alta produtividade

e (Grandes tanques de concretos ou sistemas maiores de
tanque-rede

e Constantes renovagdes de agua
SUPER-INTENSIVO

e Uso de ragdes artificiais de alta qualidade

e Aplicagdo de alta tecnologia

e Alta produtividade
Fonte: RIBEIRO et al., 2010

2.4. Tilapicultura
2.4.1. Producio de tilapias no Brasil

A tilapia foi introduzida pela primeira vez em territorio nacional em 1970 e assim,
sendo considerada entdo uma espécie exoética, expandindo sua distribuicdo rapidamente pelo
mundo todo e alcangando mais de 135 paises produtores (FAO, 2016). No Brasil, a produgao
de tilapia comegou a ter um notorio crescimento a partir nos anos 80, como pode observar na
Figura 14. Mas foi s6 em 1990 que, com o avan¢o em sua producdo, colocou o Brasil no

ranking de maiores produtores de tilapia (PICKLER et al., 2017).



4M

:lM l|||“
-=nuill II“IIII"““

R R e e St R e et
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

1 |
| I8 Oreochromis niloticus |

Fonte: FAO FishStat , 2018
Figura 14: Evolugdo da producao de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) no mundo

Dentre os estados nacionais, o ranking de producdo de Tilapias teve lideranga
oscilante. Em 2004, o estado do Ceara alcancou a lideranga desse ranking com 18 mil toneladas
e Parana ficou em segunda posi¢do com 6 mil toneladas. Mas a situacdo mudou em 2013 para
2015, o Parana comecou a liderar com a producao de 63 mil toneladas em 2015 (BAPTISTA et
al., 2018).

Em se tratando de dados mais atuais, a tilapicultura em 2021 alcangou o patamar de
534.005 toneladas de tilapia no Brasil, ou seja, com um aumento de 9,8% em relacdo ao ano
anterior, representando 63,5% da producdo nacional de pescado, mantendo o Parana na
lideranga, com o cultivo de 182.000 toneladas, seguido pelo estado de Sao Paulo com 76.140

toneladas (Figura 15) (PeixeBR, 2022).
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DUTORES DE TILAPIA

E2IVIN
47.000 t

SANTA CATARINA
41.700 t

MA
|34.450 t

Fonte: PEIXE BR, 2022
Figura 15: Maiores produtores de Tilapia do Brasil em 2021

2.4.2. Caracteristicas das Tilapias

As Tilapias pertencem ao grupo de peixes ciclideos, estdo divididas em trés
principais grupos taxondmicos, com cerca de 100 espécies distribuidas nesses trés géneros:
Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia, e com no minimo 77 espécies s6 no género Oreochromis
(POPMA; PHELPS, 1998). Esses trés géneros se distinguem pelo comportamento reprodutivo,
na qual os individuos do género Tilapia spp incubam seus ovos em substratos, ja os do género
Oreochromis spp incubam os ovos na boca da fémea e Sarotherodon spp incubam os ovos na

boca do macho ou de ambos (Panorama da Aquicultura, 1995).



Abaixo esta contido a classificagdo taxondmica da espécie Oreochromis niloticos
(Tilapia-do-Nilo) segundo POPMA; LOVSHIN (1996).
Reino: Animalia
Sub-Reino: Metazoa
Filo: Chordata
Sub-filo: Vertebrata
Superclasse: Osteichthyes
Classe: Actinopterygii
Super-ordem: Acanthopterygii
Ordem: Peciformes
Familia: Cichlidae
Subfamilia: Pseudocrenilabrinae
Género: Oreochromis.
Espécie: Oreochromis niloticus
As espécies que mais se destacam na producdao nacional sdo Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), Tilapia rendali (Coptodo rendalli), Tilapia de Zanzibar (Sarotherodon
hornorum) e Tilépia tailandesa (nova variedade da Tildpia do Nilo) (LOVSHIN, 1998). Ja a
espécie com mais interesse economico ¢ a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), pertence a
Ordem Peciforme, Familia Ciclidae e Subfamilia Pseudocrenilabrinae. Originou-se na bacia do
rio Nilo, o que explica a escolha de seu nome e se distribui em regides tropicais e subtropicais.
Sao peixes considerados resistentes a diversas alteragdes ambientais, entre elas as alteracdes de
temperatura, tendo a faixa ideal para seu desenvolvimento de 25°C a 30°C e as consequéncias

da alteracdo da temperatura para a espécie estao expressas na Tabela 02 (SILVA et al., 2015).

Tabela 02: Respostas dos peixes frente a diferentes intervalos de temperatura

TEMPERATURA RESPOSTAS FISIOLOGICAS

>38°C Morte
30a38°C Falta de apetite, maior incidéncia de
doengas, resisténcia a0 manejo
25a30°C Conforto térmico
20 a25°C Queda no consumo de alimento e no
crescimento
14 a 20°C Queda no crescimento, maior incidéncia
de doengas e resisténcia a0 manejo
< 14°C Morte

Fonte: (SILVA et al., 2015)
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A fisionomia da Tilapia-do-nilo pode ser descrita como presenga de listras verticais,
corpo achatado lateralmente e com coloracdo acinzentada, variando seu peso entre 4 a 10 kg
(Figura 16). A facilidade em controlar a alimentagdo dessa espécie pode estar relacionada ao
seu habito onivoro, abrangendo, no ambiente natural, diversas espécies de organismos
aquaticos na sua dieta, como fitoplancton, plantas aquaticas, invertebrados, entre outros

(SCORVO FILHO, 2002).

Fonte: (SILVA et al., 2015)
Figura 16: Fisionomia da espécie Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Apresentam alto potencial de desenvolvimento em diversos sistemas de produgdo
por conter diversas qualidades que elevam sua importancia, como uma alimentagdo variada de
alimentos, resisténcia a maioria das doengas, resisténcias as condig¢des estressantes, podendo
sobreviver a valores de pH e temperatura fora do intervalo ideal de crescimento (GALLI, 1984;
FERREIRA; GONTLO, 1984a,1984b).

Seu potencial também ¢ deferido por conseguir se adaptar a diferentes ambientes,
como ambientes de salinidade intermediaria, com uma reproducdo mais simples com
crescimento constante e super-povoamentos facilmente alcancados, totalizando 45% da
producdo de peixes em 2015 (IBGE, 2016; EMBRAPA, 2017). Além de serem produtos
desejaveis para o mercado consumidor pela carne ser de excelente qualidade, branca, com
gosto e textura que agrada os consumidores (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004). Essas
vantagens explicam por que, hoje, a tilapia ¢ a segunda espécie de peixe mais cultivada no

mundo e a primeira mais cultivada no Brasil (OLIVEIRA et al., 2007).
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2.5. Doencas em Peixes

Com a expansao da piscicultura e o desenvolvimento de novos € maiores sistemas
de produgdo devem vir junto medidas de cuidado para garantir o sucesso na piscicultura como:
implementagdo de boas praticas de manejo, controle periddico da qualidade da dgua, realizagdo
de quarentena na aquisicdo de novos lotes, aclimatizacdio adequada dos novos peixes,
fornecimento de alimentagdo de qualidade com todos os nutrientes balanceados. Desse jeito
mantendo um ambiente estavel e equilibrado, garantindo a satde dos animais (MICHELS;
PROCHMANN, 2003).

Porém, nem sempre os cuidados necessarios sdo tomados e muitas das doengas nos
peixes tem origem com a falta de boas praticas de manejo, dentre elas estdo: utilizagdo de
linhagens de peixes inadequadas para determinado cultivo, densidade de animais estocados
superior ao limite de capacidade, excesso de alimentacdo, falta de limpeza, alimentacdo
inadequada ou com nutrientes ndo balanceados, saida da 4gua pela superficie e ndo pelo fundo
do viveiro, falta de monitoramento dos pardmetros fisico-quimicos da agua e falta de
acompanhamento e observacao das condigdes dos peixes (MARTINS et al., 2002 b).

Todos esses fatores trazem consequéncia na saude dos peixes, ou seja, qualquer
alteracdo brusca no equilibrio do meio aquatico pode causar uma cascata de reagdes nos peixes,
deixando-os em estado de estresse (DOMINGUES, 2014). O estresse imposto pelas condig¢des
ambientais reflete diretamente no sistema imunologico dos peixes e na homeostasia deles,
retardando a resposta imune do animal e predispondo-os ao ataque de organismos patogénicos
(PAVANELLI et al., 2008). As alteragdes ambientais ndo sdo os unicos fatores que deixam os
peixes mais vulneraveis, os estimulos desagradaveis também estdo presentes no transporte e
retiradas, mesmo que breves, de seu habitat ja aclimatizado (KUBITZA et al., 2012).

As bactérias estdo entre os agentes mais comuns € que causam mais prejuizo nas
pisciculturas por serem consideradas oportunistas, desencadeando doencas quando o sistema
imunolégico dos peixes estd debilitado que, consequentemente, resultard em altos niveis de
mortalidade (LEIRA ef al., 2016). As principais bacterioses que provocam maior impacto sao
causadas pelas linhagens: Aeromonas hydrophila, Pseudomonas spp, Vibrio anguillarum,
Flavobacterium columnare, Edwardsiella tarda, Streptococcus spp e Enterococcus spp,
frequentes na microbiota natural da dgua (MARTINS et al.,, 2008). Suas principais
caracteristicas se encontram na tabela a seguir (Tabela 03) e logo abaixo dela estdo descritas

mais detalhadamente.
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Tabela 03: Principais bacterioses que infectam os peixes

Doenga Bactérias

Columnariose ou Podridao das
Nadadeiras ou Boca de algodao ou Flavobacterium columnaris
Podridao de Banquias

Septicemia Mdvel Aeromonas spp
Vibriose Vibrio spp
Streptococcus iniae
Estreptococcose .
Streptococcus agalactiae
Edwardsiellose Edwardsiella tarda

Fonte: SEBASTIAO et al., 2017

Essas doengas descritas podem ser transmitidas horizontalmente pelo contato direto
com as feridas na pele ou pelo contato com as fezes de peixes contaminados (SEBASTIAO et
al., 2011). Esse plano de transmissdo representa ndo s6 um prejuizo financeiro para as
pisciculturas, como também representa um perigo para o meio ambiente e para a saude publica
(BRACCINI et al., 2008).

As bactérias da linhagem Flavobacterium columnare sdo classificadas como Gram-
negativas, ndo flageladas, causam a doenga chamada columnariose. Os peixes com essa doenga
apresentam pontos acinzentados ou pontos de erosdo na cabeca, superficie do corpo e nas
branquias, acarretando problemas na natacao e respiracdo do animal (PILARSKI et al., 2008).

Estreptococose ¢ a enfermidade que bactérias do género Streptococcus sp. causam,
sdo bactérias Gram-positivas. A doenga vai se manifestar através do escurecimento do corpo,
natacdo erratica, olhos saltados, hemorragias espalhadas pelo corpo, branquias e perto na base
das nadadeiras, como também havera um acumulo de liquido observado pelo inchago no
abdome (FIGUEIREDO et al., 2006).

As bactérias Gram-negativas do género Pseudomonas apresentam a forma de
bacilos retos ou parcialmente curvados, causam a doenga pseudomonose nos peixes,
caracterizada por ascite hemorragica, septicemia, podriddo na nadadeira, granulos no bago e
abcessos na bexiga natatoria (NOGA, 2010).

A Edwardsielose ¢ causada por bactérias do género Edwardsiella, Gram negativas,

as manifestagcdes clinicas, como em outras doencas, dependem da espécie do patdgeno e
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principalmente das condig¢des nutricionais dos peixes, provocando septicemia hemorragica ou
enterite, além de distensdo abdominal (CONROY; CONROY, 2006).

A Dbactéria anaerébica Gram-positiva Enterococcus sp. apresenta sinais clinicos
similares a doenga Estreptococose, que consiste em hemorragias musculares, inflamag¢ao nos
olhos e necrose no bago ¢ rins (PLUMB, 1999). Outro caso de similaridade recai sobre as
bactérias do género Vibrio, com sinais clinicos semelhantes aos causados pela Aeromonas,

bactérias Gram negativas (ROBERTS, 2012).

2.6. Aeromonas hydrophila

O género Aeromonas pertencente a familia Aeromonadaceae, contém 36 espécies
relatadas, dentre elas, as espécies mais encontradas sdo: 4. hydrophila, A. caviae, A. sobria e A.
veronii (FIGUEIRAS et al., 2017). A linhagem A. hydrophila se destaca por ser mével e mais
virulenta que as demais (HOLLIMAN, 1993). Sao cocobacilos gram-negativos, anaerdbios
facultativos e apresenta em uma de suas extremidades um unico flagelo mével (WANTANABE
et al., 2002). Essas bactérias ndo s6 sdo encontradas em diversos habitats terrestres e
principalmente aquaticos como também integram a flora intestinal normal dos peixes, quando
saudaveis, ndo causando nenhum mal, somente manifestara a doenca quando os animais forem
submetidos a condi¢des estressantes, consideradas, assim, como patdgenos oportunistas (CNA,
2002). Sao intolerantes a niveis elevados de salinidade, anaerdbicas facultativas, classificadas
como mesofilas por possuirem crescimento elevado em temperaturas aproximadas de 30°C, o
pH ideal pode variar de 7 a 9, ndo suportando ambientes acidos (EPA, 2006). Os sinais clinicos
da doenca Aeromonose sdo: necrose, ulceragdes no pedunculo caudal, no corpo e nas
nadadeiras com descamacoes cutaneas, hemorragias principalmente nas branquias e opérculos,
hepatomegalia, esplenomegalia, ascite e septicemia hemorragica (BHARADWAJ et al., 2013).
Também ocorre alteragdes comportamentais como: perda de apetite, apatia e natacdo erratica

(Figura 17) (CARRASCHI e al., 2011).
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Fonte: ALGAMMAL et al., 2020
Figura 17: Sinais Clinicos em Oreochromis niloticus: (A) Hemorragias no
corpo do peixe, (B) Ulceragdes com descamagdes cutdneas no corpo do peixe, (C) Abdomen
inchado (hepatomegalia).

Diante desses sintomas, esta claro que o principal 6rgao afetado ¢ a pele, até
mesmo, pelo fato de ser considerado a primeira linha de defesa, o que foi corroborado pela
pesquisa de ALMEIDA et al., 2013, que analisou a presenca das bactérias em Tilapias-do-Nilo
na piscicultura da regido semiarida, no sub-médio do Rio Siao Francisco, municipio de Paulo
Afonso. Esta pesquisa também revelou que o figado ¢ o segundo 6rgdo mais afetado. A
contaminagdo de peixes destinados para o consumo humano por Aeromonas hydrophila
representa perigos para a saude publica, causando feridas em seres humanos quando expostos a
dgua contaminada ou problemas gastrointestinais, como diarreias e gastrenterite quando essa
agua ¢ ingerida, ocorrendo também a contaminacao através de alimentos (HIRANSUTHIKUL
et al., 2005). Portanto, o peixe torna-se um veiculador de doencgas, devido, particularmente, a
presenca de toxinas bacterianas na musculatura do animal com efeitos hemolitico, citotoxico e
enterotdxico, tornando a carne invidvel para o consumo (ALMEIDA et al., 2013)

A patogenicidade (capacidade do agente de causar enfermidades) das bactérias esta
intrinsecamente relacionada com os fatores de viruléncia que facilitam a entrada e a
permanéncia do patdgeno no hospedeiro, tendo como fatores de viruléncia do género
Aeromonas sp. enterotoxinas, classificadas em dois tipos: citotonica (Alt e Ast) e citotoxicas
(Act, Aerolisina e HlyA), relacionadas com a manifestagdo de diarreia da doenga, além de
aerolisina, flagelos A e B, lipase, elastase, serina, protease ¢ Dnases (PUTHUCHEARY;
PUAH; CHUA, 2012).
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Outros fatores de viruléncia importantes sdo as hemolisinas, proteinas citoliticas
extracelulares, que causam lesdes na membrana celular ao entrar na camada bi-lipidica,
alterando a permeabilidade da membrana (HOWARD; BUCKLEY, 1985). A aerolissina pode
causar desconfiguragdo das microvilosidades intestinais, sinalizando o processo de apoptose
das células eucaridticas (RASMUSSEN-IVEY et al., 2016)

Diversas pesquisas ja estudaram a presenga da Aeromonas spp em peixes de
diversos sistemas de producao. Como ¢ o caso do estudo de SILVA (2010), que confirmou a
presenga do patdogeno em 100% das amostras de peixe e dgua colhidas em pisciculturas da
Regido da Baixada Ocidental Maranhense, predominando a espécie Aeromonas hydrophila
(87,03%). KIM et al. (2019) analisou a ocorréncia da bactéria ndo sé na carne do peixe como
também em amostras de agua de duas tilapiculturas na regido semiarida de Pernambuco, além
de examinar a frequéncia de genes de viruléncia presentes. Diante de 70 peixes analisados
pelos autores, 84,7% estavam contaminados com o patdgeno, confirmado por andlises
microbioldgica e molecular e os genes de viruléncia mais frequentes foram a enterotoxina
citotoxica e aerolisina.

Para diminuir a propagacdo desses agentes patogénicos e evitar os perigos da
infeccdo que engloba tanto os consumidores quanto os proprios piscicultores, pondo em risco
sua saude e acarretando prejuizos financeiros, algumas condutas de prevengdo e controle
devem ser seguidas a risco, como boas praticas de manejo, limpeza periodica dos tanques,
retirada imediata de peixes mortos ou com indicios de contaminac¢ao, manutengdo da densidade
de animais em nivel compativel com o local onde sdo armazenados e manipular os peixes

somente o necessario para evitar estresse (CNA, 2002).

2.7. Tratamentos convencionais de doencas em peixes

A principal estratégia utilizada pelos produtores de pescado contra infecgdes € a
aplicacdo de antimicrobianos, agentes quimioterdpicos com capacidade de matar ou inibir o
crescimento de microrganismos, desenvolvendo funcdo terapéutica ou profildtica
(KUMMERER, 2009). O tratamento profilatico ¢ empregado a fim de prevenir as
contaminagdes antes de situagdes de estresse para os peixes, como manejo ou transporte dos
mesmos (WHO, 2004). Ao inserir antimicrobianos em pisciculturas deve-se sempre levar em
conta suas caracteristicas fisicas e quimicas, a dosagem ideal, o tempo de aplicacdo adequado e
as espécies cultivadas (PEIXOTO; GOIANO; COSTA, 2012).

Porém seu uso indiscriminado, associado com a intensificagdo dos sistemas de

producdo, ¢ a principal causa do aumento da resisténcia bacteriana a multiplas drogas, ja
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relatadas entre as espécies de Aeromonas hydrophila (CHAUDHURY et al., 1996). Além desta
espécie, outras cepas ja tiveram a resisténcia documentada pela utilizacdo desenfreada destes
antimicrobianos como: A. salmonicida, Edwardsiella tarda, E. ictaluri, Vibrio anguillarum, V.
salmonicida, Pasteurella piscicida e Yersinia ruckeri, preocupando a comunidade cientifica e
as organizacdes de satide (CANADA-CANADA et al., 2009). A aquisicao de resisténcia pelas
cepas pode ser concedida de duas formas: aquisicdo de genes de resisténcia através de
plasmidios, transposons ou bacteriéfagos ou pela mutacao de diferentes sitios do cromossomo
bacteriano, selecionando, assim uma subpopulagdo de microrganismos resistentes pressionadas
pelo uso indevido de antimicrobianos (RIVERA-TAPIA, 2003; BUTAYE et al., 2003).

Atentando-se aos mecanismos de resisténcia da linhagem Aeromonas hydrophila,
esta bactéria consegue inibir a agdo de alguns antibioticos, pertencentes a classe B-lactamicos,
através da producdo de B-lactamases. Alguns dos antibidticos dessa classe sdo: penicilina,
amoxicilina, cefalotina, ampicilina, ticarcilina e carbenicilina (ARMSTRONG et al., 2005). Os
antibiodticos, os antimicrobianos mais utilizados, também sdo responsaveis por causar danos no
meio ambiente, posicionando-se em primeiro lugar na lista dos que mais causam impactos
ambientais, com 76,6%, em segundo lugar estdo os hormonios e em terceiro, os antidepressivos
(BOUND et al., 2006). O continuo uso desses farmacos permite a acumula¢do de substancias
nocivas no ambiente aquatico, contaminando uma grande parcela dos recursos hidricos,
causando a morte de muitos organismos aquaticos e perturbando o fluxo normal do ecossistema
(LIU et al., 2012; SEBASTIAO, 2015).

A fim de atingir um controle mais eficiente para as doencas bacterianas nas
pisciculturas, tratamentos alternativos, com menores riscos de prejuizos e proliferacdo de
bactérias resistentes no ecossistema aquatico, devem ser incentivados, melhorando a saude dos

peixes e reduzindo os custos na produ¢do (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009).

2.8. Oleos essenciais

Tratamentos alternativos para o controle de doengas nas pisciculturas estdo sendo
cada vez mais procurados por representarem menor perigo para o meio ambiente, com baixa
toxicidade para mamiferos e serem produtos biodegradaveis, proporcionando assim maior
sustentabilidade na producdo de peixes (FIGUEIREDO et al., 2007). Os antimicrobianos
naturais podem ser implementados na dieta dos peixes, adicionados diretamente na dgua, em
banhos, sprays ou em forma de inje¢cdes com finalidade profilatica ou terapéutica (BOIJINK et

al., 2010).

43



Considerando a elevada biodiversidade de plantas encontradas no Brasil, mais de
55 mil espécies descritas, ¢ de se esperar um maior interesse no potencial medicinal destas para
a populagao (CARVALHO et al., 2007). Dentre os compostos extraidos das plantas usados na
medicina alternativa estdo os dleos essenciais, produtos do metabolismo secundario das plantas
relacionado com os mecanismos de defesa da planta contra perigos externos (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

O conhecimento dos beneficios dos 6leos essenciais ndo € um assunto atual,
datando de milhares de anos e plenamente utilizados no Egito antigo, China, India e Grécia
(BRUGALLI 2003). Apesar dos oOleos serem bem conhecidos pelo seu aroma e sabor,
ganhando notoriedade no mercado consumidor aromatico, o estudo das propriedades
antibacterianas dos 6leos essenciais teve inicio em 1881. Porém, a importancia que esses
produtos t€ém na medicina ainda nao foi totalmente explorado (BURT, 2004).

Sdo compostos naturais volateis e complexos muito comumente utilizados na
conservagdo de alimentos, como antimicrobianos, analgésicos, sedativos e anti-inflamatdrios.
(BAKKALI et al., 2008). Ja foram observadas as suas propriedades antibacterianas,
antifingicas, antivirais, antiparasitarias, antitoxigé€nicas, antissépticas e anestésicas
(FERNANDES JUNIOR et al. 2014). O poder antimicrobiano e imunoestimulante se ddo
principalmente pela presenca de diversos principios ativos, cerca de 20 a 60 componentes com
diferentes concentragdes, como compostos fendlicos, polifendis, alcaldides, quinona,
terpendides, lectina e polipeptideos (HARIKRISHNAN et al., 2011). E sdo os componentes em
maiores concentragdes que irdo caracterizar as fungdes biologicas dos 6leos (BAKKALI et al.,

2008).

Essas funcdes bioldgicas podem surtir efeitos em diferentes sistemas, nas proprias
células patogénicas, no sistema fisiologico e imunoldgico dos hospedeiros. Um resumo da

atuacdo direta dos 6leos sobre a célula bacteriana esta expresso na Figura 18.
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Figura 18: Mecanismos de agdo dos 6leos essenciais em células bacterianas

Esses compostos ativos, por serem hidrofobicos, apresentam influéncia direta com a
membrana plasmatica de bactérias, causando danos estruturais e funcionais como ruptura da
membrana com extravasamentos citoplasmaticos, alteragdes na atividade de efluxo e alteragdes
nas proteinas da membrana bacteriana, aumentando sua permeabilidade (WALSH, 2000; GONI
et al., 2009). Além de causarem inativacao de enzimas envolvidas na produ¢do de energia e de
material genético das bactérias (BURT et al., 2007), lise celular, inibigdo de mecanismos de
resisténcia ¢ fatores de viruléncia bacterianos (STAVRI et al., 2007).

A acgdo imunoestimulante também esta agregada nas vantagens do uso desses
fitoterapicos para melhorar a defesa nao especifica dos hospedeiros frente as doengas
(CITARASU, 2010). As moléculas dos oleos essenciais podem auxiliar na modulacao da
resposta imunoldgica, ativando componentes do sistema imune, aumentam a resposta dos
anticorpos, facilitam a atividade de células fagocitarias, alterando a migracdo dos leucocitos
para os tecidos, estimulam as células NK, o sistema complemento e as lisozimas, além de
inibirem citocinas proé-inflamatorias, ou seja, melhorando a defesa inata dos peixes
(HARIKRISHNAN et al., 2011; SUTILI, 2016).

Por terem acdo antibacteriana, os Oleos essenciais também influenciam na
composi¢ao da flora intestinal dos peixes, ndo sé alterando positivamente a morfologia
intestinal, como modificando a colonizagcdo microbiana ao impedir que linhagens bacterianas
maléficas se aderem nas paredes intestinais, reduzindo a capacidade dos patdégenos de colonizar

o trato digestoério (HARIKRISHNAN et al., 2011; FRECCIA et al., 2014). Os OEs também
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podem induzir uma maior producdo de secregdes da mucosa intestinal, alterando as
propriedades do ambiente e melhorando a digestdo e absor¢dao de nutrientes e assim evitando
disturbios nutricionais (HARIKRISHNAN et al., 2011).

Por isso que diversas espécies de peixes estdo sendo tratadas com o uso de
fitoteradpicos para o controle de bactérias, como Aeromonas hydrophila, fungos e parasitos,
como Tricodina sp. e os individuos da classe Monogenea (ANDRADE et al., 2014). A
atividade antibacteriana desses 0leos nao abrange apenas A. hydrophila, mas também outras
importantes bactérias patogénicas de peixes como: S. iniae, Streptococcus agalactiae,
Flavobacterium columnare, Pseudomonas fluorescens e Edwardsiella tarda (ZILBERGET et
al.,2010)

Os dleos essenciais sao obtidos de varios 6rgaos vegetais como flores, frutos, folhas
e raizes e sua sintese pode ser realizada de duas formas diferentes, a técnica mais utilizada € por
hidrodestilagdo ou destilagdo por arraste de vapor e a outra técnica ¢ através de um processo
mecanico, sem envolvimento de calor (FIGUEIREDO et al, 2007). Atualmente diversas
plantas sao utilizadas para a extragdo dos dleos essenciais, as mais utilizadas estdo expressas na

Tabela 04.

Tabela 04: Principais plantas utilizadas na extragao de 6leos essenciais

NOME POPULAR NOME CIENTIFICO

Orégano Origanum vulgare
Cravo Eugenia caryophyllata
Tomilho Thymus vulgaris
Hortela Mentha piperita
Comilho Cuminum cyminum
Canela Cinnamomum zeylanicum
Manjericéo Ocimum basilicum
Gengibre Zingiber officinale
Alecrim Rosmarinus officinalis
Citronela Cymbopogon nardus
Coentro Coriandrum sativum

Fonte: TARCITANO & MESQUITA (2017).
2.8.1. Hortela-pimenta
Mentha piperita, conhecida popularmente como horteld pimenta, pertente a familia
Lamiaceae, uma espécie hibrida do cruzamento entre hortela-verde (Mentha spicata) e hortela-
da-agua (Figura 19) (OUMZIL et al., 2002). Esta planta ¢ nativa da Europa e cultivada no
mundo todo (GARLET et al., 2007).
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Wy
Fonte: SCHOPPAN, VISHWA (2016)
Figura 19: Hortela-pimenta (Mentha piperita)

Os principais componentes encontrados nesse Oleo sdo: pulegona, a-pineno,
sabineno, limoneno, piperitona, B-pineno, neomentil-acetato, isomentona, isomentol, entre
outros € os componentes maioritarios sdo o mentol e mentona (TAVISH; HARRIS, 2002). J&
foi apontado propriedades antimicrobianas, antioxidantes, antifungicas, anti-inflamatorias e
observado alteragdes no nivel de colesterol e nos parametros sanguineos e imunoldgicos
(HADIAN; GHASEMNEZHAD; RANJBAR, 2008; HARDARI; NOBAKHT; SAFAMEHR,
2010). Sendo o mentol relacionado com o potencial antibacteriano da planta junto com
mentona (SINGH et al., 2011).

O poder antibacteriano do o6leo pode ser observado por SILVA (2018) onde
constatou um maior indice de sobrevivéncia em peixes alimentados com ragdes suplementadas
com o6leo de horteld pimenta ap6s o desafio com Streptococcus agalactiae. Além desta bactéria,
outras cepas patogénicas também sao alvo do 6leo como: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterobacter aerogenos, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium, Klebsiella

pneumoniae, Enterococcus falcium, entre outras (YADEGARINIA et al., 2006).

2.8.2. Canela casca

A canela (Cinnamomun zeylanicum) apresenta um amplo espectro de uso, ¢
comumente utilizada como uma especiaria na culinaria em temperos, como aromatizante e
perfumes, porém ¢ pouco mencionada como um instrumento medicinal. Pertence a familia
Lauraceae, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais com 49 géneros e aproximadamente
3000 espécies (Figura 20) (CASTRO, 2010). Ocorrem em maior niimero no sudeste e na Asia

oriental, crescendo em locais onde o solo ¢ bem drenado (JANTAN et al., 2008).
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Fonte: MENDANHA, RODRIGO (2017)
Figura 20: Casca da canela (Cinnamomun zeylanicum)

Sua composicdo ja& foi analisada, encontrando mais de 23 componentes,
dependendo da parte da planta estudada. O principal componente encontrando ¢ o eugenol,
representando 60% da constituicdo do 6leo (LIMA et al., 2006). O poder do eugenol contra os
patogenos esta na capacidade de realizar a deterioracdo da parede celular e consequentemente,
a lise celular bacteriana (BURT, 2004).

Outro componente importante ¢ o cinamaldeido que apresenta compostos
terpendides ou fendlicos. Estes compostos garantem ao O6leo de canela atividades
antimicrobianas contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e alguns fungos (CHEN et al.,
2016). Além de ja ter sido observado atividades anti-inflamatérias e atividades moduladoras da

resposta imunolégica mediadas por macrofagos (KIM et al., 2010).

2.8.3. Coentro

Coentro (Coriandrum sativum) ¢é caracterizado como uma hortalica herbacea da
familia Apiaceae, com mais de 3.000 espécies, encontrado em regides tropicais e subtropicais
(JOLY, 2002). Seu uso esta voltado para o mercado consumidor humano, empregado na

culindria, fabricacdo de perfumes, aromaterapia de certos medicamentos e bebidas alcodlicas

(Figura 21) (LIMA et al., 2007).
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Fonte: KAORI, VIVIAN (2021)
Figura 21: Coentro (Coriandrum sativum)

As muitas propriedades do 6leo essencial de coentro, tanto as sementes quanto
outras partes sdao: antimicrobianos, antioxidantes, hipoglicémicas, analgésicas, anti-
inflamatérias e anticancerigenas (DHANAPAKIAM et al., 2008). O efeito antimicrobiano
desse dleo esta relacionando com a presenga de compostos fenolicos, carotenoides, taninos,
flavonoides, saponinas e terpenos (SAKURAI et al., 2016). Mesmo tendo uma complexa
composi¢do, o componente predominante ¢ o linalol, um monoterpeno alcodlico terciario
aciclico (CUNHA, 2013). Desempenha atividades antimicrobianas pela desnaturagdo de
proteinas e desidratacdo das células patogénicas, surtindo mais efeito em bactérias gram-

positivas do que gram-negativas (SOKOVIE ez al., 2010).

2.8.4. Toxicidade dos 6leos essenciais

A ecotoxicologia ¢ a ciéncia que estuda e interpreta os agentes potencialmente
toxicos e como estes afetam os organismos, podendo provocar danos através de respostas letais
(mortalidade) e subletais, que afetam suas fungdes fisiologicas (SPARLING, 2016). O efeito
toxico pode estar presente em agentes e produtos de diversas fontes, desde produtos quimicos
até produtos considerados mais naturais. Um exemplo sdo as plantas, muito consumidas pela
populacdo, usadas de diversas maneiras (in natura, chas e outros produtos) tanto na
alimentac¢do, quanto no combate de doencas (BAGATINI, SILVA, TEDESCO, 2007).

Atualmente, tém-se dado muita importancia para o uso de plantas com fins
terapéuticos, utilizadas por milhares de pessoas. Apesar dessa énfase medicinal, poucas pessoas

conhecem os efeitos toxicos que algumas dessas plantas podem causar para homens e animais,
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sendo importante avaliar seu grau toxicolégico (FRANCO et al., 2007).

Para descobrir esse grau toxicoldgico, inicialmente, ¢ necessario realizar um teste
agudo com a finalidade de descobrir a CLsy (Concentragao letal média). A CLsy ¢ definida
como a concentragao de uma substancia que causa a mortalidade de metade dos individuos da
populacdo usada no estudo (OLIVEIRA, 2003). Porém, ndo ¢ apenas a mortalidade que esses
testes visam, mas também procuram observar alteracdes comportamentais na locomogao, no
escape, na alimentagdo, na reprodugdo e em outras relagdes intraespecificas (DHARA; SAHA;
MAITI 2017).

Dentre os organismos invertebrados ndo alvos utilizados nos testes toxicologicos
pode-se mencionar a Artemia salina, muito utilizada por ser altamente sensivel, de facil
manuseio e de baixo custo para manutengdo (CAVALCANTE et al., 2000). Por serem bem
sensiveis, apresentam tolerancias a fatores ambientais reduzidas ou especificas, onde pequenas
variagdes no meio ambiente j& sdo o suficiente para causar qualquer dano no organismo
(ABEL, 1989).

Sao microcrustaceos da Ordem Anostraca e Familia Artemiidae, vivem apenas em
lagos e pocas com alta salinidade, encontradas em todo o continente e utilizados como alimento
para peixes devido a seu facil cultivo (ROSA ef al., 2016). Podem ser considerados oviparos ou
ovoviviparos, assumindo quatro formas em seu ciclo de vida: ovos, cistos, larvas e adultos.
Podem produzir centenas de ovos que apos a fertilizacdo se transformam em cistos, estagio
mais resistente, onde sdo liberados na agua e apos a secagem mudam para a fase larval,
chamando-os de nauplios e posteriormente, desenvolvem-se em adultos (ABATZOPOLULOS
et al., 2010). Os adultos tém seu corpo ¢ dividido em trés segmentos: cabega, torax e abdome,
com trés olhos e 11 pares de pernas, variando sua coloragdo com a concentracdo de sal no

ambiente, como pode ser visto na Figura 22.

Fonte: MOREIRA, 2013.
Figura 22: Microcrustaceo adulto da espécie Artemia salina
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Ja os nauplios inicialmente apresentam apenas um olho fotorreceptor, nadam na

coluna d'4gua usando suas antenas e filtram a 4gua para se alimentarem (MUNOZ et al., 2008).

2.9. Probioticos

A aplicacdo dos probidticos na aquicultura, como os O6leos, ¢ oferecer aos
piscicultores um meio de controlar as doengas, utilizando produtos mais ecoldgicos do que os
antibidticos e produtos quimicos (HOSEINIFAR et al., 2018). A primeira defini¢do foi feita
por FULLER (1989), desde entdo, o conhecimento acerca dos probiodticos e suas agcdes foram
cada vez mais atualizadas. De acordo com a ANVISA (2002), probiodticos consistem em
microrganismos vivos que, ao serem administrados em quantidades adequadas, beneficiam a
satde dos hospedeiros (humanos ou animais) que os consomem, equilibrando a microbiota
natural.

Existem alguns critérios que devem ser seguidos ao denominar algum
microrganismo de probidtico, esses critérios sdo: ndo causar danos no hospedeiro, ser
internacionalmente reconhecido, resistir as diferentes condigdes encontradas no trato intestinal,
como resistir aos processos de digestdo, absor¢do, adsor¢do e processamentos do hospedeiro,
onde ha agdo do suco gastrico e dos sais biliares (ZUCCOTTI et al., 2008). Precisam se aderir
a0 muco e ao epitélio intestinal, ser incorporado pela microbiota natural do sistema
gastrointestinal e estimular o crescimento de bactérias benéficas no sistema gastrintestinal
(KOLIDA; GIBSON, 2007).

Comercialmente, os probidticos podem ser encontrados nas formas de emulsdes
liquidas, liofilizadas e microencapsuladas (VIEIRA et al., 2005). Essas formas comerciais
necessitam ter viabilidade durante todo o consumo e comprovagdo in vivo e in vitro por doses
reconhecidas para garantir uma melhor colonizagdo do hospedeiro (NAYAK, 2010). Para isso,
a ANVISA (2008) normatizou a concentragdo minima de microrganismos probidticos que cada
porgdo de produto deve ter, variando de 10° a 10° UFC (Unidades Formadoras de Colonia)

As principais bactérias utilizadas para fins probidticos pertencem aos géneros
Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Enterococcus spp, Bacillus spp e Streptococcus spp
(GUPTA; GARG, 2009). Dentre as espécies reconhecidas internacionalmente desses trés
géneros estao: Lb. acidophillus, Lb. casei, Lb. rhammosus, Lb. defensis, Lb. paracasei, Lb.
lactis, Lb. crispatus, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. amylovorus, Lb. gallinarum, Lb.

gasseri, Lb johnsoni, Lb. salivarius, Lb. reuteri, Bif. adolescentis, Bif. animalis, Bif. bifidum,
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Bif. breve, Bif. infantis, Bif. longum, Ent. faecalis e Ent. faecium (ITSARANUWAT; SHAL-
HADDAD; ROBINSON, 2003).

Especificando agora para o uso em peixes, esses suplementos podem ser
adicionados na agua, na ragcao ou em alimentos vivos, porém ¢ mais comum e mais eficiente a
administragdo oral (MOURINO et al., 2012). Dentre os principais beneficios conferidos pelo
incremento dos probidticos nas ragdes estdo: melhoria na digestdo e na absor¢do de nutrientes,
maior atividade de enzimas digestivas, agdo antagdnica contra bactérias patogénicas, produgao
de metabolitos com funcdo de inibir bactérias maléficas, estimulo do sistema imune e
renovagdo do equilibrio da microbiota intestinal (CRUZ, 2012; AZEVEDO et al., 2016). A
interferéncia dos probidticos na satide dos animais pode também estar sendo feita indiretamente
ao melhorar as condi¢gdes do meio aquatico externo, mantendo os parametros da agua os mais
estaveis possiveis (CASTRO, 2003).

Para conferir todos esses beneficios, os probidticos langam diversos mecanismos de
acdo, agindo em diversos sistemas, mas o local onde se concentra maior atividade probidtica é
no sistema digestivo (TORRES, 2014). Os principais mecanismos de acdo probiotica foram

organizados em forma de esquema na figura abaixo (Figura 23).
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Figura 23: Mecanismos de agao probidtica



As competi¢cdes acontecem exclusivamente no trato intestinal, relacionadas tanto na
questdo nutricional quanto na colonizacdo microbiana. As bactérias probidticas competem com
os patdgenos pelos sitios de adesdo da mucosa intestinal, que ao se ligarem nas vilosidades
intestinais evitam a aderéncia e a coloniza¢do das bactérias patogénicas no local (NICOLI,
VIEIRA, 2000). Apds a colonizacdo das bactérias benéficas outra competi¢do se inicia, a
competicdo por nutrientes presentes no trato intestinal, dificultando que os patdgenos
oportunistas consigam absorver os nutrientes essenciais para sua manuten¢do no sistema
(TAPIAPANIAGUA et al., 2010).

Diversos produtos sintetizados pelos organismos probioticos, alguns deles com
efeito nutricional, como ¢ o caso da sintese de enzimas (amilases e proteases) e vitaminas que
auxiliam na digestao e absor¢ao de nutrientes. Outros compostos produzidos apresentam agao
bactericida e bacteriostatica contra patdgenos, como ¢ o das bacteriocinas (SAHU et al., 2008).
A estimulagdo do sistema imunoldgico € através da liberacdao de antigenos que ao ser captado
pelo sistema imune do hospedeiro, possibilitarda uma maior agilidade nas respostas

imunologicas frente a outros patogenos também (ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

2.9.1. Efeitos dos probioticos na imunidade

O sistema imunologico dos peixes ndo ¢ muito diferente dos mamiferos, também
constituido pela imunidade inata, na qual integra as barreiras fisicas, sistema complemento,
células fagocitarias e células Natural Killer e constituido pela imunidade adaptativa, onde
atuam os linfocitos através de respostas mais especificas (URIBE et al., 2011). Porém, antes
mesmo dessas células especializadas comegarem a agir, o patdégeno primeiramente precisa
passar pela primeira linha de defesa, composta pelas branquias, pele ¢ muco (RIBEIRO;
COSTA; LOGATO, 2008).

Quando o sistema imunologico dos peixes esta enfraquecido o suficiente para que
sua resposta frente aos patdogenos ndo seja eficiente e com isso, ndo consiga impedir a
ocorréncia das doencas, € comum a utilizagdo de imunoestimulantes. Os imunoestimulantes sao
produtos de diversas fontes que podem ser utilizados como aditivos na dieta dos peixes (DIAS
et al., 2019). E como o proprio nome ja menciona, tém a funcdo de estimular o sistema
imunolégico dos peixes, aumentando a eficiéncia dos mecanismos de defesa especificos e ndo
especificos (RINGOT et al., 2007).

Os probidticos podem ser utilizados como imunoestimulantes em pisciculturas. Sua

importancia esta relacionada com o aumento da atividade fagocitica de macrofagos, neutrédfilos

53



e mondcitos contra patdgenos no intestino, ativando-os mais rapidamente, além de induzir uma
maior produgdo de linfocitos, anticorpos (imunoglobulinas) e lisozimas (NAKANDAKARE et
al., 2013). Outro papel dos probiodticos na modulagcdo do sistema imune ¢ através da agao de
citocinas, estas produzidas em maior escala pelas células imunes ao serem incentivadas pelos
aditivos alimentares, com a fun¢do exclusiva de se defender contra infec¢des causadas por

patdgenos (TAN et al., 2019).

2.9.2. Efeitos dos probioticos no estresse

O estresse na criagdo de peixes pode surgir em diversas situagdes, principalmente
provindas de praticas de manejo e transporte inadequadas, em ocasides onde o ambiente em
que vivem ndo esteja em melhores condi¢cdes ou quando ha superlotagao de peixes no local
(LARA-FLORES et al., 2003). Esses fatores estressantes causam diversas alteracdes na saude
do peixe, pois afetam seu desenvolvimento e seu crescimento, causando prejuizos e perdas na
produgdo. Os efeitos do estresse nos peixes podem ser observados tanto nos padrdes
sanguineos, com aumento nos niveis de cortisol e glicemia, quanto fisicamente,
comprometendo sua reprodugdo, diminuindo a taxa de crescimento e os tornando mais
vulneraveis a doencas, além de serem observadas mudangas comportamentais (ISHIKAWA;
RANZAVI-PAIVA; LOMBARDI, 2008).

E por isso que o uso de probioticos na produgdo de peixes nio tem apenas o intuito
de evitar e controlar doengas no meio, como também pode ser utilizado como uma ferramenta
para melhorar a resposta dos peixes frente a agentes estressores (GONCALVES et al., 2011).
Em pesquisas que analisaram os efeitos desses suplementos microbianos frente a fatores
estressantes, foi possivel observar um aumento no nimero de eritrécitos, linfécitos, mondcitos,
outras células fagocitarias e um aumento da concentracao de hemoglobina presente nas células,
mantendo assim o sistema imune ativo para evitar que qualquer patdogeno oportunista se
aproveite da situacdo de maior fragilidade provocada pelo estresse (NAKANDAKARE, 2013).

Outros resultados positivos da suplementacdo observados em andlises
hematoldgicas sdo: diminui¢do do nivel de cortisol plasmatico e diminuicao da glicemia. Ja
fisicamente, ha um aumento na taxa de crescimento e desenvolvimento dos peixes,
possibilitando uma maior engorda e uma maior resisténcia a doencas que consequentemente
trara menor numero de mortes animais € menores prejuizos economicos (FARAMARZI et al.,

2011).
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2.9.3. Efeitos dos probioticos no trato gastrointestinal

A integridade do sistema digestivo ¢ trivial para a sobrevivéncia de muitos animais,
principalmente os peixes. Esse sistema tem como principal tarefa realizar a digestdo dos
alimentos e absor¢ao dos nutrientes. Porém também sdo responsaveis por desencadear defesas
contra agressores externos (BOURLIOUX et al., 2003). Para conseguir desempenhar todas
essas atividades, os componentes do trato intestinal (células, nutrientes e microbiota) precisam
estar sempre em equilibrio e mantendo interagdes entre si (MAGNADOTTIR, 2010). Os
probidticos auxiliam na manutengdo do equilibrio, estabelecendo uma microbiota intestinal
benéfica para o hospedeiro e uma renovacao celular constante (LAZADO; CAIPANG, 2014).

Para estabelecer uma microflora benéfica ¢ necessario que as bactérias probidticas
ao chegarem no trato gastrointestinal dos peixes, através da suplementacao desses aditivos na
dieta, ocupem os sitios de adesdao dos enterocitos, atuando assim como uma barreira fisica
contra os microrganismos patogénicos (FURLAN, 2005). Outra barreira fisica existente no
intestino que também tem a funcdo de dificultar a colonizagdo de patdégenos no ambiente ¢ o
muco, produzido pelas células caliciformes com fun¢cdo complementar de lubrificar e proteger
contra toxinas e outras agressoes quimicas (MELLO et al., 2013).

Os beneficios do consumo dos probioticos para a producdo do muco € explicado
pelo aumento das células epiteliais e células caliciformes, incentivando renovacdes celulares
com essas determinadas caracteristicas vantajosas (SILVA et al., 2015). Alteragdes na
arquitetura da parede intestinal também fazem parte dos mecanismos de agdao dos probioticos.
Dentre essas alteracdes estd o aumento da altura e largura das vilosidades intestinais e o
espessamento do epitélio intestinal que ao aumentar a superficie da mucosa intestinal permite
maior absor¢ao de nutrientes como aminoacidos e vitaminas (SHAHKAR et al., 2015).

Portando, todas as vantagens da implementagdo dos probidticos, ja elucidadas
anteriormente, estdo associadas direta ou indiretamente com o epitélio intestinal € com a
microbiota natural, onde as principais atividades locais consistem em exclusdes dos patogenos
através de competicdes pelos sitios ativos dos enterocitos e também pelos nutrientes presentes

neste sistema (VARALLO; THOME; TESHIMA, 2008).

2.9.4. Bactérias acido-laticas (BALs)

Diversas linhagens de bactérias 4acido-laticas sdo classificadas como probidticas por
apresentarem acao inibitdria contra bactérias patogénicas. Esse potencial inibitério esta
correlacionado com a fabricacdo de produtos da fermentagdo e de subprodutos secundarios do

metabolismo, como peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (ONILUDE et al., 2005; SAYES et
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al., 2018).

Sdo geneticamente variadas, assumindo a forma de cocos, bacilos ou bastdes
regulares e irregulares, encontrados em produtos lacteos, bebidas, carnes, legumes e na
microbiota natural do trato digestivo e urogenital de animais (JERONYMO-CENEVIVA et al.,
2014). Dentre suas principais caracteristicas estdo: gram-positivas, ndo esporogénicas, catalase
e oxidase negativas, crescem em anaerobiose, sdo aerotolerantes, sobrevivem a pH baixo e sdo
fermentadoras de acucares. Sao nutricionalmente exigentes, necessitando frequentemente
nutrientes como aminoacidos e vitaminas para seu crescimento (WALSTRA; WOUTERS;

GEUTRS, 2006).

2.9.5. Producao de acido latico

Tém como principal produto do metabolismo o acido latico, um &cido organico
vindo da fermentagdo de aglicares como substratos. Outros produtos dessa fermentacdo sdo:
acido citrico, o acido glutamico e o glicerol (OLIVEIRA ef al., 2018a). De acordo com a
producdo desses acidos, as bactérias acido-laticas podem ser divididas em dois grupos:
homofermentativas e as heterofermentativas. As bactérias que produzem o acido latico como
principal produto sdo chamadas de homofermentativas e as heterofermentativas produzem nao
s0 o acido latico como também dioxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil
(GONCALVES, 2009).

Os principais géneros de bactérias acido-laticas sdao: Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus, entre outros (TODAR, 2012). O género mais conhecido e
utilizado na constitui¢ao de probidticos € o Lactobacillus, pertencem ao filo Firmicutes, classe
Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae, com 106 espécies ja descritas
(GARRITY; BELL; LILBURN, 2004). Assumem a forma de bastonetes, sdo mesofilas
(crescem em temperatura por volta de 30°C), ndo esporuladas, desenvolvendo-se no intestino
delgado, onde participam da microbiota natural, mantendo-a equilibrada e livre de doengas
(ROBINSON, 2002). Dentre o género Lactobacillus, as espécies Lb. acidophilus, Lb. gasseri,
Lb. crispatus, Lb. johnsonii, Lb. delbruekii, Lb. helveticus e Lb. salivarius sdo consideradas
homofermentativas e as espécies Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. fermentum e Lb. reuteri sao

heterofermentativas (SALMINEN, VON WRIGHT; OUWEHAND, 2004).

2.9.6. Producao de bacteriocinas

As bacteriocinas nada mais sdo do que peptideos antimicrobianos, que atuam contra
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microrganismos patogénicos e nao desejaveis (MARCOS et al., 2013). Sao sintetizadas
ribossémicamente, com modificagdes pods-tranducionais, apresentam efeitos bactericidas e
bacteriostaticos, principalmente contra bactérias gram negativas (VASQUEZ et al., 2009).

A amplitude de seu poder antagénico pode estar relacionada com os diferentes
tratamentos que tanto as bactérias como as bacteriocinas sdo acometidas, podendo encontrar na
forma liofilizada, concentrada, purificada ou neutralizada, onde j& foi observada que na forma
concentrada em sobrenadante apresentou maior agdo antimicrobiana (GUTIERREZ
RAMIREZ; MONTOYA CAMPUZANO; RUIZ VILLADIEGO, 2005). A vantagem do uso de
bacteriocina estd na sua estrutura ndo toxica, resistente a temperaturas mais elevadas e a pH
mais acido, com facil digestdo e sem riscos de contaminagdo alimentar com seus residuos
(LETHBRIDGE, 2002).

Os mecanismos de acdo das bacteriocinas podem se dividir em duas fases, a
primeira consiste na ligacdo das bacteriocinas aos receptores da membrana celular da bactéria
alvo e a segunda fase envolve alteracdes na préopria linhagem alvo, trazendo consequéncias
letais para esta (DESMAZEAUD, 1997). O principal alvo das bacteriocinas ¢ a membrana
citoplasmatica, nesta ocorre a formagao de poros com a perda de ions de potéassio, de ATP e
alguns aminodacidos, causando uma perda no seu potencial de membrana e uma queda na

sintese de DNA, RNA e proteinas e por fim sua morte (KLAENHAMMER, 1993).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar a inclusdo de 6leos essenciais e probidticos na alimentagdo de Tilapias-do-
Nilo para o controle da infeccdo e atenuagcdo dos maleficios causados pela bactéria patogénica

Aeromonas hydrophila.

3.2. Objetivos Especificos

e Analisar os efeitos fisiologicos e imunoldgicos dos probidticos e dos 6leos essenciais nos
peixes submetidos a infeccao experimental pela Aeromonas hydrophila.

e Avaliar a sobrevivéncia, o crescimento, o desempenho, as alteragdes nos parametros

hematolodgicos e os sintomas clinicos dos peixes apds o desafio bacteriano.

57



CAPITULO 1

ENSAIOS
IN VITRO
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1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Observar o poder antagonico de trés 6leos essenciais (canela casca, horteld pimenta e
coentro erva) contra o crescimento in vitro da bactéria Aeromonas hydrophila.

e Selecionar para uso in vivo, dentre os trés oleos testados, o 6leo essencial que
apresenta maior potencial antagénico.

e Avaliar o antagonismo de quatro linhagens isoladas probioticas adquiridas
comercialmente (Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium
bifidum e Bacillus clausii) e de dois pools probidtico (Flora 5® e TROPICAL PRO
DEFENCE ®) contra o patégeno Aeromonas hydrophila

e Selecionar para uso in vivo o probidtico (isolado ou pool) com maior poder
antagdnico dentre aqueles testados.

2. MATERIAL E METODOS
O experimento in vitro foi realizado nas dependéncias da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa Meio Ambiente), utilizando o laboratério de microbiologia

ambiental.

2.1. ENSAIOS COM OLEOS ESSENCIAIS
2.1.1. AQUISICAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais de canela casca (Cinnamomum verum), coentro erva (Coriandrum
sativum) e horteld pimenta (Mentha piperita) testados contra a bactéria patogénica de peixe
Aeromonas hydrophila foram obtidos comercialmente. Os 6leos de canela casca (lote: BSA,
FEV/22) e hortela pimenta (lote: HSA, AGO/22) foram adquiridos da marca Quinari e o 6leo
coentro erva (Lote: 15201286, 05/2021) foi adquirido da marca Oshadhi.

2.1.2. ATIVACAO DA BACTERIA PATOGENICA

A bactéria Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) utilizada foi cedida pela “Fundacao
André Tosello Pesquisa e Tecnologia”. Inicialmente foi cultivada em Caldo Triptona de Soja
Agar (TSA) 24 horas antes da realizagdo dos testes de inibi¢do e incubadas a 35 + 2°C. Com
o auxilio do aparelho Densimat (BioMerieux) foi padronizada a concentragdo inicial da
bactéria através do método de suspensao direta em tubos com 5 mL de solucdo salina (Nacl

0,9%), obtendo como concentragao final da solugao 1x10® UFC/mL.
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2.1.3. ENSAIO ANTAGONICO POR DIFUSAO EM DISCO

Primeiramente, em placas de Petri com meio Mueller Hinton Agar foi realizado o
espalhamento da concentragdo inicial de Aeromonas hydrophila (1x10%) (ATCC 7966),
obtida na etapa anterior, por toda a placa com ajuda de um swab estéril. Logo apos, discos de
papel-filtro estéreis de 6 mm de didmetro foram inseridos no meio das placas para
consecutivamente adicionar 5 ul de 6leo essencial. Os testes para cada 6leo foram realizados
em triplicata, com apenas um o6leo essencial por placa. Apdés a montagem dos testes, as
placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 horas, para posterior leitura do didmetro dos halos

de inibi¢do com auxilio de uma régua milimétrica.

Os valores dos halos de inibigdo foram utilizados para classificar a sensibilidade dos o6leos
testados frente ao patdogeno, utilizando padroes adotados por Ponce ef al. (2003) (Tabela 05).
Os tamanhos dos halos foram comparados com o diametro do controle positivo no qual foi
inserido discos comerciais de florfenicol, antibiotico muito utilizado para tratar enfermidades
em peixes, na concentragdao de 30 pg/disco. Os oleos classificados como sensiveis tiveram o
tamanho do halo igual ou um pouco maior que o controle positivo, ja os classificados

extremamente sensiveis tiveram o tamanho do halo muito maior que do florfenicol.

Tabela 05: Classificagao da sensibilidade dos 6leos esséncias através do tamanho dos
seus halos

SENSIBILIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS

CLASSIFICACAO TAMANHO DOS HALOS (MM)
Nio sensivel <10
Sensivel 11-20
Muito Sensivel 21-34
Extremamente sensiveis >35
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Fonte: Ponce et al. (2003)

2.1.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
COM TTC

Foram utilizados os mesmos trés 6leos essenciais do teste de difusdo em disco (canela
casca, coentro erva e horteld) em diferentes concentragdes para determinar a menor
concentracao dos 6leos que consegue inibir a bactéria patogénica Aderomonas hydrophila.

Os trés 6leos essenciais foram diluidos doze vezes em caldo Triptona de Soja (TSB)

com adicdo de 1% de Tween 80. A bactéria foi previamente semeada em Caldo Triptona de
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Soja Agar (TSA), incubadas a 37°C por 24 horas. Com o auxilio do aparelho Densimat
(BioMerieux) foi padronizada a concentracio inicial da bactéria em 10* em TSB (0,015 %).
Da concentragao inicial, 1 ml foi retirado e colocado em 9 mL de TSB mais agua peptonada.

Em uma placa de 96 pogos, nos pogos de 1 a 12 foram adicionados 100 pnL do indculo
(bactéria + meio de cultura) e em cada pogo desta sequéncia foram distribuido 100 pL das 12
diluicdes dos oleos essenciais. Esse esquema foi realizado em triplicata nas colunas (A-B-C)
(Figura 24).

No controle negativo foi pipetado 100ul de Caldo TSB mais 100 pl do in6culo, ja no
controle positivo foi pipetado 100ul do ino6culo mais 100 pl do antibiotico Clorofenicol

(1%), ambos em triplicata também. As concentragdes de cada poco se encontram na Tabela

06.
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Figura 24: Esquematizagdo das sequéncias de pocos (1-12) e das repeti¢cdes (A-B-C)

utilizadas no teste CIM em um placa de 96 pocos.

Tabela 06: Concentragdes correspondentes as 12 diluigdes para cada 6leo essencial.

REPETICOES DILUICO CONCENTRACOES (mg/mL)
TRIPLICATA ES
1 50
2 25
3 12,5
4 6,25
5 3,125
6 1,5625
A-B-C 7 0,78125
8 0,390625
9 0,1953125
10 0,0976563
11 0,0488283
12 0,0244141

Apoés a montagem, as placas foram levadas a uma estufa a 37°C por 24 horas, depois desse



tempo 20 uL de Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazolio (TTC) foi adicionado em cada um dos pocgos, que
consiste em uma solug@o aquosa utilizada como um indicador de crescimento microbiano, na qual em
presenga bacteriana altera a cor da solugdo, devido a redugdo do produto pelos microrganismos,
formando trifenilformazana de cor avermelhada (BELOTI; VANERLI ef al., 1999; KENNOR et al.,
1961).

2.1.5. TESTE DE TOXICIDADE PARA Artemia salina

Ensaios para determinar a toxicidade dos 6leos de canela casca, coentro erva e
hortela-pimenta foram realizadas com néauplios de Artemia salina, seguindo a metodologia
adaptada de VANHAECKE et al. (1981). Primeiramente, cistos de A. salina foram colocados
em solucdo salina artificial (30g/L de sal marinho) para eclodir, por 24 horas, com aeragdo
constante € com a temperatura entre 22-29°C.

As concentragdes dos trés 6leos essenciais testadas variaram de 10 a 1000 pg/mL.
Essas concentragdes foram diluidas em solucdo salina artificial (30g/L de sal marinho) e cada
concentracgdo foi distribuida em uma placa de cultivo de 12 pogos. A placa controle consistiu
em apenas em solucdo salina artificial (30g/L de sal marinho). Apo6s a eclosao dos nauplios,
dois dos individuos foram adicionados em cada poco, totalizando 24 nauplios por placa. A
contagem dos individuos vivos e mortos ocorreu em 24 e 48 horas ap6s a montagem dos testes

e sO apds a contagem que conseguiu calcular a CL50.

2.2.  ENSAIOS COM PROBIOTICOS
2.2.1. AQUISICAO DOS PROBIOTICOS

Dentre as linhagens probidticas utilizadas nos testes, quatro espécies isoladas
(Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium bifidum e Bacillus
clausii) foram adquiridas comercialmente de farmacias de manipulacdo. E mais dois produtos
(Flora 5® e TROPICAL PRO DEFENCE ®) comprados liofilizados. O produto FLORA 5® ¢
comercializado em farmécias de manipulag¢ao e vendido para o uso humano, sua composi¢ao
contém os respectivos microrganismos: Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei,
Lactococcus lactis, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium bifidum. Ja o produto TROPICAL
PRO DEFENCE ® ¢ vendido na forma de ragdo para tratamentos em peixes de aquarios,

apresenta em sua constituicdo endosporos viaveis de Bacillus subtilis.

62



63

2.2.2. ATIVACAO DAS BACTERIAS ACIDO-LATICAS

As bactérias acido-laticas, tanto as isoladas quanto em forma de pool, foram
ativadas semanalmente, antes da realizacdo dos testes, em tubos contendo 5 mL de leite em p6
(10%), em seguida foram levadas a uma estufa com temperatura de 35 + 2°C. Ao ativar o
probidtico TROPICAL PRO DEFENCE ®, foi necessario triturar ¢ homogeneizar as unidades

que compunham o produto, ja que estava em forma de pequenos graos.

Em cada ativacao, medi¢gdes no pH foram feitas em 24, 48 e 72 horas para confirmar
a atividade das bactérias no leite através da acidificacdo do meio ¢ também observando se
houve ou ndo coagulagdo do leite, idealizando um pH de 5-4 e leite em estado de coagulacao

Otimo para prosseguir com os testes.

2.2.3. ATIVACAO DA BACTERIA PATOGENICA
O processo da ativagao da bactéria patogénica foi similar ao utilizado nos ensaios
com os Oleos essenciais (Topico 1.2.), ajustando a concentra¢do inicial da solugdo para

1x10°UFC/mL.

2.2.4. ENSAIO ANTAGONICO POR DIFUSAO EM AGAR

A atividade inibitéria das linhagens probioticas escolhidas foram testadas em trés
diferentes maneiras: as bactérias apenas crescidas no leite, o sobrenadante resultante da
centrifugacao do leite com as cepas e o concentrado do sobrenadante com gés nitrogénio. Os
trés tratamentos probiodticos: crescidos em leite (Tratamento A), apenas os sobrenadantes
(Tratamento B) e os sobrenadantes concentrados em nitrogénio (Tratamento C), as

identificacdes criadas e as respectivas linhagens estao resumidos na Tabela 07.

Tabela 07: Organizacdo dos trés tratamentos

LINHAGENS TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
A B C
Lactobacillus
bulgaricus LA 1B 1C
Bifidobacterium
bifidum 2A 2B 2C
Lactobacillus
fermentum 3A 3B 3C
Bacillus clausii 4 A 4B 4 C
Flora 5® 5A 5B 5C

TROPICAL PRO

DEFENCE ® 6A 6B 6C



Em placas de petri (9 cm) a bactéria Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) foi
inoculada a partir da concentragdo inicial em solucdo salina em meio TSA (Tripitona soja agar)
na propor¢ao de 100uL de cultura bacteriana para 100mL de meio. Apos a solidificagdo do
meio de cultura com as bactérias, po¢os com Smm de didmetro foram formados com ajuda de
pipetas Pasteur esterilizadas. Nesses pocos foram introduzidos entre 80 uL de bactérias acido-
acido latica, reservando um pogo da placa para cada linhagem nos trés modos diferentes,
incubadas a 35+ 2°C por 24 horas para, posteriormente, proceder com as analises dos
resultados, medindo os halos de inibigcdo com um régua milimétrica e os comparando com os

halos gerados no controle positivo com um disco de Florfenicol®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ENSAIO COM OLEOS ESSENCIAIS
311. ENSAIO ANTAGONICO POR DIFUSAO EM DISCO

Os trés oleos usados neste teste apresentaram efeitos antagdnicos contra a bactéria
Aeromonas hydrophila, porém com graus diferentes de inibicdo (Figura 25). Essas diferencas
na inibicdo podem ser observadas através da medi¢do das zonas de inibi¢do, onde o 6leo de
canela casca conseguiu produzir halos com maiores didmetros, seguido pelo 6leo de coentro
erva ¢ por ultimo, o oleo de horteld pimenta foi o que apresentou menores halos. Em
comparacao com o efeito antagonico do antibidtico usado (florfenicol) como controle, apenas o
6leo de canela conseguiu formar halos de inibicdo com maiores didmetros do que o florfenicol.

As médias dos halos de cada dleo estido contidas na Tabela 08.
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Figura 25: Halos de inibicdo formados pelos 6leos essenciais no crescimento da bactéria
Aeromonas hydrophila. A: Controle positivo. B: Oleo essencial de Horteld-pimenta. C: Oleo

essencial de Coentro erva. D: Oleo essencial de Canela casca

Tabela 08: Média dos halos de inibi¢do (mm) produzidos pelo potencial antagénico dos
6leos essenciais frente a Aeromonas hydrophila.

OLEOS ESSENCIAIS MEDIA DOS HALOS (mm)

Canela casca 49+55
Coentro erva 3857
Hortela-pimenta 2940

Com a comparagdo dos halos de inibicao dos trés 6leos e do antibidtico, pode-se afirmar
que o Oleo de canela casca obteve o titulo de melhor antagonico dentre os outros Oleos,
ultrapassando também o antibiotico. A lideranca do 6leo essencial de canela nao foi apenas

observada neste trabalho, como também no trabalho de HUANG et al (2017), na qual, dentre



11 o6leos essenciais (Anis estrelado, Dente de alho, Artemisia, Manjericdo, Canela, Orégano,
Tomilho, Alecrim, Teabush, Pimenta preta e Casca de canela) testado contra a bactéria
Aeromonas veronii (isolado de carpa da espécie Crenopharyngodon idellus), o 6leo de canela
casca também foi o que mais demonstrou atividade antimicrobiana, porém com a formagao de
um halo de inibi¢do (21,7 mm) muito menor que o formado neste trabalho, o que pode-se
entender que o 6leo de canela apresenta variacdes no seu potencial antagénico em diferentes
espécies de um mesmo género de patdgeno.

Na pesquisa de STARLIPER ef al. (2013) pode-se perceber outra variagdo no
potencial antagdnico explicado ndo s6 pela utilizacdo de outra espécie de patdogeno (4.
Salmonicida) mas como também pela selecdo de diferentes estruturas vegetais da planta
canela para extragdo do 6leo essencial, obtendo como resultado uma maior zona de inibi¢do
no teste usando o 6leo da casca de canela (56 mm) em comparagdo com a zona de inibi¢dao no
teste usando o oleo da folha de canela (27 mm). Portanto, as diferengas nas atividades
inibitdrias podem estar relacionadas a composicao dos principios ativos presentes nos 6leos,
encontrando estes em diferentes propor¢cdes em distintas estruturas vegetais das plantas e
como consequécia, modificagdes nos padrdes de inibicdo dos 6leos essenciais nos patogenos.

A andlise dos halos também permitiu classificar os trés 6leos quanto a sensibilidade
frente a bactéria patogénica. Essa classificacdo estd apresentada na Tabela 09, onde nota-se
que, o Oleo de canela casca além de possuir maior efeito antagénico também consente a

bactéria patogénica uma maior sensibilidade aos seus principios ativos.

Tabela 09: Classificacao da sensibilidade dos oleos frente a bactéria Aeromonas hydrophila

OLEOS ESSENCIAIS NIiVEL DE SENSIBILIDADE

Canela casca Extremamente sensivel
Coentro erva Extremamente sensivel
Hortela-pimenta Muito sensivel

A alta sensibilidade da bactéria Aeromonas hydrophila frente aos oleos essenciais ja
foi observada em outras pesquisas. Como ¢ o caso de YILDIRIM; TURKER (2018), que
também verificaram o poder inibitdrio dos 6leos canela casca, horteld pimenta e coentro erva
contra a mesma bactéria patogénica (Aeromonas hydrophila), se mostrando sensivel contra
os trés Oleos testados. Porém o que difere a pesquisa dos dois autores com a pesquisa
presente, € que, nos testes por difusdo em agar de YILDIRIM; TURKER (2018), o 6leo de

horteld pimenta apresentou maior potencial inibitorio (com zona de inibicdo de 40 mm) do



que o 6leo de coentro erva (com zona de inibi¢do de 30mm) o que neste caso inverte a
sensibilidade deles, tornando o horteld pimenta um agente que causa uma extrema
sensibilidade ao patogeno.

O ¢leo essencial de canela ndo apresenta efeitos inibitorios apenas contra o patdogeno
Aeromonas hydrophila, como também foi reportado a presenca de atividades inibitorias
contra outros importantes patdgenos presentes na agua e alimentos que contaminam tanto
animais quanto seres humanos. Como ¢ o caso da pesquisa feita por SILVEIRA (2012), que
realizou testes antagonicos usando o 6leo essencial de canela casca contra diversas bactérias
patogénicas (Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Proteus vulgaris, Enterobacter
aerogenes, Pseudomonas aeruginosa e Yersinia enterocolitica), resultando em atividades
inibitorias moderadas contra a maioria das bactérias, apresentando uma variancia de 10,4 a

14 mm de didmetro de inibigao.

312 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) COM TTC

Nos testes, as concentra¢do inibitoria minima foi de 6250 pug mL™ para hortela-
pimenta, 1562,5 ug mL™" para coentro erva. Em relagio ao 6leo de canela casca, foi
verificado que o CIM ideal foi de 390,625 pg mL™. Esses valores de CIM foram apurados
através do uso do reagente TTC que deixa a solucdo avermelhada com a presenca de

crescimento bacteriano (Figura 26).
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Figura 26: CIM obtido pela observacdo da reagdo do composto TTC ao crescimento

bacteriano.

Em relagdo aos valores de CIM dos o6leos essenciais, BUSSMANN et al. (2010)
afirmou que valores de CIM abaixo de 5000 ug mL indicam forte atividade antimicrobiana.
Com isso pode-se discutir que os 6leos essenciais de coentro e canela apresentam um grande
potencial antimicrobiano, tendo o 6leo de canela casca a menor concentracdo capaz de inibir a
bactéria patogénica, porém o O6leo de horteld pimenta se mostrou com uma atividade
antimicrobiana mais baixa que os outros dois Oleos. Esses resultados complementam os
resultados dos testes por difusdo em disco, correlacionando os maiores halos feitos pelo 6leo
canela casca com a menor concentragao inibitoria do mesmo.

O valor do CIM do 6leo essencial de canela encontrado para Aeromonas hydrophila
¢ similar com o valore de CIM encontrado no trabalho de PARASA et al. (2012), onde
utilizou extrato de canela casca contra 0 mesmo patogeno, obtendo CIM de 312, 5 pg mL™ ,
além visualizar atividades inibitorias e encontrar valores de CIM para outras bactérias que

comprometem seriamente a criacdo de peixes (Aderomonas salmonicida e Edwardsiella tarda).
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Os valores de CIM para essas outras duas bactérias foi de 78,125 pg mL™ , significando uma
melhor atividade antagénica contra Aeromonas salmonicida e FEdwardsiella tarda em
comparacao com Aeromonas hydrophila. Porém essa similaridade ndo foi percebida no estudo
de ALVES (2014) que ao investigar a a¢ao do oleo de canela contra Aeromonas hydrophila
obteve uma CIM muito menor (30 pg mL™). Essa divergéncia entre valores do CIM pode
estar ligada com discrepancias na concentracdo dos seus compostos majoritarios ou
discrepancias nas interacdes com os outros compostos também presentes nos 6leos essenciais,
resultando em diminuigdo ou aumento da agio antibacteriana (BASSOLE et al.; 2010).

Foi devido a isso que YIN ef al. (2020) quis pesquisar sobre a importancia do
composto cinamaldeido, principal constituinte do 6leo essencial de canela. Essa pesquisa se
deu através da avaliagdo do antagonismo do cinamaldeido frente a oito linhagens de A.
hydrophila isoladas de diferentes lagoas. Através dessa avaliacdo conseguiu descobrir a
concentragdo inibitoria minima contra as cepas, ficando entre 128 a 512 pg mL" e assim,
evidenciando que tanto o composto sozinho como a interagao desse com outros compostos do
6leo essencial apresentam poder antagénico contra a bactéria patogénica. ALSAID et al.
(2010) testemunhou a ag¢do inibitoria de dleos essenciais contra outra bactéria patogénica de
peixes (Streptococcus agalactiae), na qual o 6leo de canela também se sobressaiu na inibigao.

Com isso, foi possivel chegar a conclusdo de que a determinagdo da CIM ¢

importante para indicar quais 6leos essenciais e extratos das plantas sao bem ativos, quais que
possuem maiores propriedades antibacterianas e também para determinar a concentragao

efetiva de uma substancia terapéutica.

313. TESTE DE TOXICIDADE PARA Artemia salina

Para considerar um composto ativo ou um extrato vegetal toxico para Artemia
salina precisa ter a CLso menor que 1000 pg mL" ou menor que 1000 mg L' (MEYER et al.,
1982). Outro meio de avaliar a toxicidade ¢ através da classificagdo feita por DONABELA
(1997), que considera um produto altamente toxico quando CL50 < 80 mg L™, moderadamente
toxico para 80 mg L' < CL50 > 250 mg L- 1 e levemente toxico ou atoxico quando CL50 >
250 mg L. A CLso para os 6leos essenciais de canela casca, coentro erva e hortela-pimenta
foram respectivamente de 50 pg/mL, 30 ug/mL e 20 pg/mL. De acordo com os dois modelos
com valor de referéncia citados, constatou que todos os trés 6leos testados se apresentaram
como altamente toxicos para o organismo nao alvo, diferenciando-os quanto ao nivel de

toxidade apresentada. Comparando os trés resultados, o 6leo de canela foi o que apresentou
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maior CLso, ou seja, € o 6leo com menor atividade toxica para A. salina.

O resultado para o dleo essencial de canela diferiu completamente dos resultados da
pesquisa de SANTOS et al. (2020), na qual a CLso do mesmo 6leo foi de 251 mg L' (251 ug
mL™"), classificando-o como atéxico. Isso pode ser explicado devido as diferencas na
composi¢ao dos integrantes ou diferencas na concentracdo do composto majoritdrio em
diferentes plantas de uma mesma espécie, ja que em outros estudos como de GOMES et al.
(2019) e REIS (2012) classificaram o 6leo de canela como moderadamente toxico devido as
CLso de ambos resultarem em 162,1 mg L™ (162,1 ugmL™)

Portanto, além de menor toxicidade, 6leo essencial de canela também possui uma
maior atividade antibacteriana contra Aeromonas hydrophila, explicando, assim, o motivo do
0leo essencial de canela casca ser escolhido para ser usado nos testes in vivo, adicionando-o na
racdo de Tilapias-do-Nilo como um suplemento com o intuito de observar melhorias na saude

dos peixes.

3.2. ENSAIO ANTAGONICO COM PROBIOTICOS

Todas as linhagens probidticas conseguiram crescer e se desenvolver bem no leite
10% apos 48 horas da inoculacgdo inicial, confirmando esse crescimento apos a verificacdo da
acidificagdo do meio junto com a visualizagdo da coagulacdo do leite. Apenas quando o meio
alcancou aproximadamente o pH 4,0 e a coagulacdo do leite que foi realizado os testes in vitro.
Nos testes por difusdo em agar, a maioria das linhagens e os dois pools probiodticos
apresentaram efeito antagonico contra a bactéria Aeromonas hydrophila nos trés diferentes
tratamentos dos probidticos (Figura 27). Porém, duas linhagens isoladas (Bifidobacterium
bifidum, Bacillus clausii) ndo obtiveram uma média de inibicdo satisfatoria em todos os
tratamentos. O poder antagonico das cepas probioticas foi conferido através da formagao das

zonas de inibi¢do, presentes na Tabela 10.
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Figura 27: Visualizagao dos halos de inibigao dos probioticos com as identificagdes ja
nomeadas na metodologia, onde cada numero ¢ uma linhagem em determinado

tratamento.

Tabela 10: Média dos halos de inibi¢ao resultantes do antagonismo dos probidticos frente a
Aeromonas hydrophila.

PROBIOTICOS MEDIA DOS HALOS (mm)

EM SOBRENADA S,\IC%‘IB‘ERENADA
LEITE NTE CONCENTR
ADO
FLORA 5@ 2)1,53671 11,6 £ 1,15 16 £ 1,0
TROPICAL PRO DEFENCE 11,0 + 11,3+ 1,52 13.6¢
® 1,0 1,52
L. bulgaricus 2)05%1 10,6 £ 0,57 13,0+ 1.0
B. bifidum 0x0 00 6+6,7
L. fermentum 111521 11,3+ 1,52 113,,;)31
B. clausii 0£0 0+0 06%371




Os testes com o primeiro tratamento probidtico consistiram na verificacao
antagdnica das linhagens e dos pools apenas crescidos em leite 10% por 48 horas. Das quatro
linhagens isoladas, apenas duas cepas (L. bulgaricus, L fermentum) conseguiram inibir o
crescimento da bactéria patogénica e as outras linhagens isoladas (Bifidobacterium bifidum,
Bacillus clausii) ndo conseguiram inibir o crescimento bacteriano. Dentro dessas linhagens
isoladas, a que apresentou maior poder antagénico foi a bactéria L. fermentum. Em rela¢ao
aos dois pools (FLORA 5® e TROPICAL PRO DEFENSE ®), ambos conseguiram inibir o
crescimento da Aeromonas hydrophila, na qual o pool FLORA 5® obteve maior agdo
inibitoria, porém com pouca variacdo do diametro dos halos de inibi¢do em comparagdo com
o outro pool.

Ja os testes com o segundo tratamento probiotico, primeiramente consistiu na
centrifugacdo do crescimento bacteriano em leite 10% apos 48 horas, utilizando o
sobrenadante na verificacdo antagdnica das linhagens contra a bactéria patogénica. Os
resultados desta etapa ndo diferiram muito dos resultados com o primeiro tratamento em
relagdo as médias dos halos de inibicdo. Como no primeiro tratamento, tanto as linhagens
Bifidobacterium bifidum e Bacillus clausii ndo demostram a¢do antagénica € a cepa
bacteriana isolada que apresentou maior poder antagénico também foi a L. fermentum. Outra
semelhanca com os testes do primeiro tratamento foi que o pool FLORA 5® conseguiu uma
melhor inibi¢do do patdégeno em comparacao com o pool TROPICAL PRO DEFENSE ®,
confirmado por maiores medidas dos didmetros dos halos de inibigao.

Por fim, no terceiro tratamento probidtico, ao concentrar com gas nitrogénio o
sobrenadante do crescimento bacteriano em leite 10%, o poder antagénico intensificou,
fazendo com que todos os probioticos testados obtivessem atividades antagonicas contra a
bactéria patogénica, porém em diferentes niveis de inibicao, devido o ato de concentrar em
nitrogénio garantir uma maior capacidade inibitoria. As linhagens isoladas com menores
niveis de inibi¢do foram Bifidobacterium bifidum e Bacillus clausii, caracterizando esta
ultima linhagem isolada como a com menor poder antagdnico. Em relacdo aos resultados dos
testes utilizando os concentrados dos pools bacterianos, o pool FLORA 5® continuou

inibindo mais a bactéria patogénica do que o pool TROPICAL PRO DEFENSE ®.

Um trabalho semelhante foi realizado por BONIN ez al. (2019), onde também
verificou a atividade antagonista de diversas bactérias acido laticas (Bacillus clausii,
Bifidobacterium bifidus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus

casei, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasae, Lactobacillus rhaminosus,
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Lactobacillus plantarum) crescidas em leite 10%, centrifugadas e também concentradas com
nitrogénio contra a bactéria Aeromonas hydrophila. No trabalho citado, todas as linhagens
bacterianas nos trés tratamentos apresentaram alto poder antagdnico contra o patdogeno, o que
difere deste presente trabalho devido a baixa atividade inibitoria das linhagens
Bifidobacterium bifidus e Bacillus clausii, demostrando que ha diferengas na atividade e
crescimentos de cepas da mesma espécie. Os resultados de ambos os estudos se assemelham
devido as linhagens L. bulgaricus e L. fermentum formarem zonas de inibigdo representativas
pelo seu significativo poder antagonista. Outra semelhanga, ¢ que o poder antagénico das
linhagens foi elevado apods concentrar em nitrogénio as culturas probiodticas, um possivel
motivo para isso € que apds esse processo a concentracdo dos compostos acidos gerados na
fermentacdo dos nutrientes presentes no leite pelas bactérias acido laticas aumentou e sdo
esses os componentes, suspeitos de provocarem as agdes inibitorias.

O género Lactobacillus ¢ um dos géneros de bactérias 4acido laticas mais
encontradas na microbiota intestinal dos animais ¢ também em diversas fontes alimenticias,
além de ser frequentemente estudado por ter todas as caracteristicas ideais que um probiotico
necessita, além de possuir acao inibitoria contra alguns dos patdégenos mais prejudiciais para
saude animal e saude humana. Contudo, o grau de inibi¢ao dessas bactérias laticas pode variar
conforme a espécie, o patdogeno a ser testado e também pode variar conforme as cepas
utilizadas dentro de uma mesma espécie, mas mesmo assim, os Lactobacillus continuam
sendo conhecidos nas pesquisas cientificas como grandes detentores de atividades
antagonicas. Esse poder antagdnico pode ser observado neste estudo, ja& que a maioria das
linhagens que apresentaram excelentes atividades inibitorias pertence ao género
Lactobacillus. Diversas pesquisas ja evidenciaram o importante papel inibitorio desse género,
uma delas foi realizado por DHANASEKARAN et al.(2009). Os autores preferiram analisar
as linhagens de Lactobacillus provindo da propria microbiota natural dos peixes, conseguindo
isolar 59 cepas de Lactobacillus de cinco peixes diferentes: Clarias orientalis, Anguilla sp,
Labeo rohita, Oreochromis sp e Punitus carnaticus e dessas cepas apenas 3 linhagens
apresentaram excelentes efeitos inibitorios contra a bactéria patogénica Aeromonas
hydrophila.

JAIN; MEHTA; BHARTI (2017) realizaram um estudo semelhante com o anterior
citado, porém ao invés de isolar as linhagens do trato intestinal dos peixes, isolou de amostras
de leite e esterco bovino. Dessa fonte conseguiu isolar 141 linhagens do género Lactobacillus,
porém apenas 12 cepas apresentarem atividade antimicrobiana mdaxima para todos os

patdégenos escolhidos (Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
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Pseudomonas aeruginosa, e Staphylococcus aureus), na qual conseguiu identificar que as
espécies Lactobacillus casei e Lactobacillus fermentum eram as mais predominantes e que
conseguiam inibir melhor os patéogenos, se assemelhando em partes com esse presente
trabalho, pois a espécie Lactobacillus fermentum foi uma das linhagens acido laticas que
demostrou excelente a¢do inibitoria.

Outra pesquisa compativel com esta, ndo sé utilizando bactérias laticas do género
Lactobacillus, isoladas de fontes lacteas, como também analisou e comparou as propriedades
antimicrobianas de células probidticas inteiras com células livres sobrenadantes obtidas por
centrifugacdo contra seis patogenos (E. coli, Bacillus cerus, S. aureus, S. typhyi, Aeromonas
hydrophila e Klebsiella pneumonia). Algumas das cepas indentificadas foram: L planterum,
L. rhamnosus, L. casei e L. delbrucii lectis. Como resultado, os produtos sobrenadantes das
linhagens mostraram maior poder inibitério para todos os patogenos, exeto para A.
Hydrophila, com especial destaque da cepa L. fermentum, com média de diametro dos halos
inibitérios de 10 mm. Todas essas pesquisas apenas comprovam o que ja foi dito
anteriormente, a existéncia de oscilagdes no poder antagonico dos probidticos, principalmente
quando linhagens da mesma espécie sao isoladas de diferentes fontes.

Ao compilar os resultados dos trés tratamentos probidticos, pode-se constatar que o
probidtico com um maior potencial antagdnico foi FLORA 5®, motivo pelo qual foi
escolhido para ser usado nos testes /n vitro, suplementando na ragdo dos peixes. Sua maior
eficiéncia ao inibir esta relacionada com sua composicao, na qual um pool de linhagens
probioticas pode ser mais eficiente na inibi¢do do que linhagens isoladas.

Essa coloca¢do também tem fundamento nos estudos de PANNU et al. (2013) que
observou maiores valores das zonas de inibi¢do contra A. hydrophila (1,967mm),
Enterobacter aerogenes (1,927mm), Klebsella pseudomoniae (2,033 mm), Pseudomonas
fluorescens (2,433mm), Salmonella spp (1,667) e Shigella spp (1,867mm), produzidos por um
probidtico comercial com linhagens misturadas (pool bacteriano: Aquapro™™) em comparagio
com uma cepa acido latica (L. sporogenes). De acordo com esses autores, a vantagem de
utilizar preparagdes com multiplas cepas ¢ pela presenca de uma maior sensibilidade aos
patogenos, além de serem ativas contra diversas doengas e usadas em diversos animais na
aquicultura. As composi¢des microbianas das preparacdes multiplas probidticas podem ser
diversas, utilizando ndo apenas bactérias como também fungos com fung¢do probidtica que
podem apresentar efeitos antimicrobianos. SHARMA (2016) utilizou sua dissertacdo para
provar que essa mistura de diferentes microrganismos também pode desempenhar um

excelente papel antagdnico contra a bactéria A. hydrophila ao formular dois pools. O primeiro
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pool foi composto de: Nitrosomonas, Azosporillium, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Nitrobacter, Trichoderma e Bacillus megetherium. E o segundo pool foi formulado com os
seguintes microrganismos: Lactobacillus sporogenes, Lactobacillus acidophilus, Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis e Saccharomyces cervirial. Ambos os probioticos formulados
apresentaram atividade inibitdria contra o patdogeno, contudo foi o segundo pool que se
mostrou com maior poder antagdnico do que o primeiro pool, provavelmente por ser
composto majoritariamente por bactérias acido-laticas, que produzem bacteriocinas, acido
latico, entre outros compostos com capacidade de inibir ou matar os patdgenos.

FLORA 5® ¢ um dos diversos produtos probidticos disponiveis no mercado, por
ser destinado ao uso humano existe diversas duvidas e receios sobre sua aplicacdo em outros
seres vivos. Muitos desses produtos podem ser considerados ineficazes, ja que sdo isolados de
outros animais ou alimentos, sendo preferivel o uso de microrganismos que ja pertencem
naturalmente na microbiota dos peixes, com um pretexto de trazer mais equilibrio a flora
bacteriana dos animais. Por isso que muitos estudos tém como objetivo isolar e identificar
bactérias autdctones, ou seja, bactérias naturais da microbiota dos peixes com agao probiotica
(CHOSH et al.,, 2007). Como ¢ o caso da pesquisa feita por KOTZENT (2017), que
caracterizou bactérias extraidas do intestino de Tambaquis, identificando-as das espécies:
Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus hominis e Staphylococcus saprophyticus e posteriormente analisou a agao
inibitoria delas contra o patogeno Aeromonas hydrophila, na qual os valores em mm das
zonas de inibi¢do variaram entre 4 2 6 mm. Outros diversos autores também objetivaram a
selecdo e o isolamento bactérias autdctones do trato intestinal, conseguindo identificar
bactérias acido-laticas principalmente do género Lactobacillus, género mais avaliado nesta
pesquisa. Um desses trabalhos foi de SPECK (2010), que isolou do trato intestinal de jundias
e tilapia-do-nilo bactérias acido laticas de espécies: Leuconostoc lactis e Lactobacillus
plantarum, através desse isolamento realizou ensaios antagonistas contra 0 mesmo patogeno
A hydrophila, obtendo zonas de inibicdo, em ambas as bactérias probioticas, de 8mm.

Nota-se que nos trabalhos citados, o poder antagonicos das linhagens bactérias
autoctones foi menor do que as linhagens bacterianas comerciais, visualizado nesse presente
trabalho. Levando em conta que um elevado poder antimicrobiano ¢ um dos importantes
critérios para escolher qual probidtico deve ser utilizado na criacao de peixes, fica a incerteza
de qual linha de probidticos deve ser julgada a mais apta para ser usada como suplemento na
piscicultura: os probidticos isolados de outras fontes (cepas aldctones) ou probidticos isolados

da microbiota natural dos peixes (autoctone). Foi por isso que dentre os produtos probidticos
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testados, analisou o poder inibitoério do produto comercial TROPICAL PRO DEFENCE ®
composto por linhagens bactérias isoladas dos peixes e também comparou sua a¢do inibitdria
com a ag¢ao inibitoria do produto FLORA 5®, direcionado para uso humano. E de acordo com
os resultados dos testes in vitro, o produto FLORA 5® conseguiu inibir melhor a bactéria
patogénica de peixes em comparagdo ao produto TROPICAL PRO DEFENCE ®, este
destinado ao uso em peixes de aquérios, sendo um passo importante para demonstrar os
beneficios desses produtos para uso humano na satide dos peixes.

Se todas as pesquisas com a finalidade de testar a ac¢do inibitoria das linhagens
autdctones tivessem um resultado antagdonico inferior das pesquisas com linhagens aldctones,
a incerteza estaria mais proxima de ser solucionada. Porém, o trabalho de SOUZA et al.
(2019) redirecionou essa analise ao isolar 31 cepas bactérias do intestino de tambaquis, destas,
8 cepas acido laticas demonstraram resultados inibitorios positivos contra A. hydrophilas,
com maiores valores dos halos de inibi¢do em mm no intervalo de 17,1 a 20, 4 mm, que mais
adiante foram identificadas suas espécies: Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis,
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecalis.

Os resultados da pesquisa de JATOBA et al. (2008) também sinalizou uma maior
acdo antagdnica das cepas autdctones isoladas do intestino de Tildpias-do-Nilo do que a agao
antagonica verificada no estudo presente, porém utilizando outros patdogenos como: Vibrio
harveyi, V. anguilarum, V. alginolyticus, Enterococcus durans, Micrococcus luteus e
Escherichia coli, também causadores de grande impactos na piscicultura e causadores de
preocupacgdes com a saude publica, tendo como desfecho a selecao de seis cepas isoladas,
acido laticas, com duas dessas cepas com maiores halos de inibicao (15,7mm), identificadas
como L. platarum e L. brevis. Todos esses dados revelam que eleger um microrganismo para
o papel de probidtico ndo depende apenas do grau do seu poder antagdnico, como também
dependem de outros diversos critérios como uma permanéncia prolongada no trato
gastrointestinal, resisténcia as enzimas digestivas ¢ ao pH acido estomacal e um outro critério
de suma importancia ¢ garantir a seguranca dos hospedeiros, ou seja, nao ter a capacidade de
causar prejuizos e doencas nos peixes (RAMESH et al., 2015).

A microbiota natural dos peixes ¢ composta por inimeras bactérias, que quando o
hospedeiro estd sauddvel se encontra equilibrada. Contudo, de acordo com FLORES-
MIRELES et al. (2015), alguns desses microrganismos podem ser considerados maléficos
para a saude dos peixes em situagdes de desequilibrio da flora, causando assim doencas
infecciosas. Esse fato tem por finalidade questionar se todas as novas linhagens bacterianas

autéctones isoladas da microbiota intestinal dos peixes, que apresentaram agdo antagonica
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comprovada, ndo arriscariam futuramente a segurancga dos peixes em todos os momentos de
seu desenvolvimento, tornando-se necessdrios muito mais estudos sobre sua seguranga
animal. Na qual esta seguranca encontra-se mais encaminhada ao se tratar de produtos
probioticos isolados de outras fontes (aloctones) ja presentes no mercado para o consumo
humano, ja que para estes produtos entrarem no mercado precisam passar por diversos testes

de seguranca.

4. CONSIDERACOES FINAIS DO CAPIiTULO 1

Em relacdo aos resultados dos testes com oleos essenciais, o 6leo de canela casca
apresentou-se com maior poder inibitorio do que os dleos de coentro erva e hortela-pimenta,
encontrando durante a discussdo, tanto pesquisas que corroboram estes resultados como
pesquisas que apresentaram resultados diferentes e/ou contrarios. Em resumo, essa variacao
nos resultados inibitdrios dos Oleos essenciais pode ser interligado diretamente com as
diferencas nas concentragdes dos compostos ativos de uma mesma espécie de planta, nas
diferentes dosagens dos oleos utilizadas e na metodologia na qual os 6leos essenciais foram
extraidos. Em relagdo aos ensaios ecotoxicologicos, apesar de apresentaram um nivel de
toxicidade, os Oleos essenciais em comparagdo com antibidticos amplamente utilizados,
demonstram um risco bem pouco potencializado, porém ha a necessidade de pesquisar mais
sobre seus efeitos toxicologicos em um ambiente natural, ou seja, em um ambiente interposto
por diversas condigdes naturais.

J& ao se tratar dos probioticos testados contra a bactéria patogénica, o pool
bacteriano Flora5 demonstrou ser mais eficaz na inibicdo do patdogéno, o que pode estar
relacionado tanto com a composicao da mistura probidtica quanto com a interagao positiva
entre as linhagens constituintes deste produto. Apesar de ser questionada a eficacia do uso de
produtos probioticos com origem aloctone, como o Flora5, por ndo fazerem parte da
microbiota natural dos peixes e assim ndo desempenhar maiores beneficios e maior seguranga
a saude dos peixes em comparacdo aos probidticos com linhagens autdctones, ou seja,
extraidas da propria espécie de peixe a ser alimentado, tanto o Flora 5 como outros produtos
probidticos aldctones utilizados nas pesquisas citadas na discussdo acima, apresentaram um
6timo desempenho inibitdrio contra bactérias patogénicas em peixes. Portanto, diante dos
resultados positivos do FloraS nos ensaios in vitro, o uso de probioticos aldctones como
suplementos alimentares na piscicultura deveria ser considerado com um opcao relevante,

sempre realizando mais estudos para confirmar seus beneficios para a satide e desempenho
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dos peixes.
Por fim, foram selecionados o dleos de canela casca e probiodtico Flora 5 para

compor os tratamentos alimentares das tildpias-do-nilo nos testes in vivo.
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CAPITULO 2

ENSAIO INVIVO
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1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a utilizagdo do probiotico FLORA 5® e do 6leo essencial de Canela casca
como suplemento alimentar para tildpias-do-nilo
e Verificar a influéncia do uso do probiotico e do 6leo essencial sobre o desempenho,
mortalidade, perfil hematologico e na qualidade da dgua antes e depois da infeccao

experimental com Aeromonas hydrophila

2. MATERIAL E METODOS
Os testes in vivo ocorreram no laboratério de ecossistemas aquaticos da Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Meio Ambiente).

2.1. AQUISICAO DOS ANIMAIS E ACLIMATACAO

Foram utilizados peixes da espécie Oreochromis niloticus (Tilapia-do-Nilo)
adquiridos de piscicultor registrado e cadastrado na CEUA da Embrapa Meio Ambiente.
Antes de iniciar o experimento, os 120 peixes foram mantidos em dois tanques de 2000L
com renovacdes de agua e aeragdes constantes por um periodo de sete dias para o
cumprimento da quarentena, fornecendo racdo duas vezes ao dia até completa saciedade.
Apds o periodo de quarentena, realizou-se a distribuicdo de 120 peixes em 12 aquarios
retangulares de vidro com volume ttil de 2000L (10 peixes por aquario), suplementados com
aeracao constante abastecida por meio de um compressor de ar radial 1,0 cv/ sistema (Figura

28).

Figura 28: Distribuicao dos peixes nos aquarios. A: Sistema de aquarios antes da

distribuicdo dos peixes. B: Sistema de aquérios com os peixes ja inseridos e distribuidos.
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2.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos
(controle, T1 e T2) e quatro repetigdes. No tratamento controle os peixes foram alimentados
com racdo comercial sem nenhum aditivo. No T1, adicionaram-se probidtico na ragdo dos
peixes e na alimentagdo dos peixes da T2 foi incorporado o 6leo essencial na ragdo. Tanto o
6leo essencial quanto os probidticos utilizados ja passaram pela selecao da melhor fonte e
melhor linhagem a ser misturado na racdo. A suplementacao alimentar durou 35 dias, apos
esse tempo, todos os peixes de todos os tratamentos foram expostos ao patdogeno Aeromonas
hydrophila. Apos esse periodo foram realizadas trés coletas: coleta 0 (apos a suplementagao),
coleta 1 (ap6s 24 horas da infecgdo pelo patogeno) e coleta 2 (apds 48 horas da infecgao pelo

patogeno), sempre anestesiando os peixes com benzocaina (100 mg/L) em cada coleta.

2.2.1. PREPARO E INCORPORACAO NA RACAO

As racdes com % de PB (Proteina Bruta) foram pesadas e preparadas semanalmente
na propor¢cdo de 3% do peso vivo/dia, totalizando cerca de 403,2 gramas de ragdo,
quantidade exata para alimentar duas vezes ao dia as quatro repeti¢cdes (quatro aquarios) do
tratamento com 12 peixes cada por 7 dias.

No preparo da ragdo do Tratamento 1 (com probidtico), apds o crescimento das
linhagens probidticas no meio de leite 10% em estufa por 48 horas (FIGURA 29), o
probiotico Flora 5® foi incluido na ragdo, na propor¢ao de 100 mL de leite por quilograma
de rago comercial, com concentra¢io de 10 ° UFC de cepas, resultando em 3,63 gramas de
probidtico crescido em 40,32 gramas de leite 10% no preparo semanal, de acordo com o

método de JATOBA et al. (2008).
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Figurél 29: Preparo do probidtico Flora 5®. A: Ativagdo do pobi(')tico na forma de p6 em

leite 10%. B: Crescimento do probidtico ativo em leite na estufa a 35°C por 48 horas

Ja no preparo da racdo do Tratamento 2 (com 6leo de canela) foi seguido a proporgao,
de acordo com DAIRIKI et al.(2013), de 1,5 gramas de 6leo de canela casca diluido em 100
mL de alcool de cereais por quilograma de racdo, na qual resultou na dissolugdao de 0,6

gramas de 6leo de canela em 40,32 mL de alcool de cereais no preparo semanal (Figura30).

Figura 30: Diluicao do 6leo de canela em alcool de cereais

Tanto a incorporagdo do Oleo de canela quanto do probidtico na racao foram
realizadas pelo método de aspersdo (Figura 31). Apods a aspersdo do probidtico, a ragdo
permaneceu em estufa 35°C por 24 horas para a secagem da racdo, armazenando em

refrigerador a 4°C durante o experimento. J4 a ragdo aspergida com 6leo de canela foi secada
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em temperatura ambiente por 24 horas. Ambas as ra¢des foram armazenadas em refrigerador

na temperatura de 4°C durante a semana.

Figura 31: Preparo semanal da ragdo. A: Utilizacdo de pulverizador manual para o preparo

das ragdes dos tratamentos com probidtico e 6leo de canela. B: Pulverizagdo manual da ragdo

Apos a aspersao e secagem dos aditivos, as ragdes foram armazenadas em tubos
Falcon, dividindo a quantidade da racdo semanalmente em 2 tubos Falcon com 7,2 gramas de
racdo para cada aquario por dia, ja que as ragdes foram servidas duas vezes ao dia para os

peixes (Figura 32).

Figura 32: Separacdo da ragdo em porg¢des diarias. A: Pesagem da quantidade didria da
racdo em uma balanga analitica. B: Rag¢des ja separadas em tubos Falcon na proporcao de

duas unidades por aquario em um dia.
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2.2.2. INFECCAO PELO PATOGENO

Os peixes foram expostos ao patégeno Aeromonas hydrophila, ja crescido em meio
de cultura apropriado, por meio de injecdo intraperitonial nos trés tratamentos, na
concentra¢do de 10" UFC do patdgeno, obtida com auxilio do aparelho Densimat, em 1 mL

de solugdo salina para cada peixe, ap6ds 35 dias de suplementacao alimentar (Figura 33).

Figura 33: Infeccao experimental dos peixes por Aeromonas hydrophila. A: Determinagao
da concentragio do patogeno (10’ UFC) a ser inoculado no peixe através do aparelho

Densimat. B: Inoculagdo do patdgeno por meio de inje¢do intraperitonial.

2.2.3. BIOMETRIA
Medigoes do comprimento e do peso dos peixes foram realizados em quatro
momentos diferentes: antes de comecar os tratamentos e na realizagdo das trés coletas,
anestesiando-os antes com benzocaina (100 mg/L).
Para verificar se houve crescimento e ganho de peso, foi necessario realizar os
calculos do peso médio (PM), Biomassa (BM), ganho de peso (GP) e crescimento total (CT)

PESO AMOSTRADO
PM :

N° PEIXES AMOSTRADOS
demonstrados abaixo:

BM: PESOMEDIO 3 N° DE PEIXES NO VIVEIRO

GP: BMATUAL = BMANTERIOR

CT : CRESCIMENTO ATUAL == CRESCIMENTO ANTERIOR



Além disso, também foi calculado a Taxa de Conversao Alimentar (TCA) para cada

tratamento, na qual mede o aproveitamento da ragdo pelos peixes.

TCA : QUANTIDADE DE RACAO FORNECIDA

GANHO DE PESO TOTAL DOS PEIXES

2.2.4. AVALIACAO CLINICA DOS PEIXES

Para cada coleta, trés peixes de cada tratamento foram anestesiados com benzocaina
(100 mg/L), analisados quanto a letalidade e os sintomas clinicos caracteristicos de
bacterioses nos peixes e eutanasiados por aprofundamento anestésico para serem

necropsiados.

2.2.5. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Apos a indugdo anestésica com benzocaina 100 mgL™', foi realizado as coletas de
sangue, em torno de 1,5mL de sangue, por pun¢do venocaudal com seringas contendo EDTA
(3%). Em cada coleta foram utilizados para essa etapa, trés peixes de cada repeti¢do por
tratamento. ExtensOes sanguineas tiveram finalidade de determinar o nimero de leucocitos
totais (L@; x107.uL™"), trombocitos (Trb; x10°.uL™), corando pelo método do pandtico

rapido e em seguida analisadas em microscopico 6ptico comum.

Analises de eritrocitos (Eri; x10'6.uL'1) e de hemoglobina (Hb; g.dL™") foram realizados,
pelo método modificado de Oliveira et al. (2008) e pelo método do cianeto de hemoglobina
(HiCN) com o kit da Labtest Diagnodstica, Lagoa Santa, MG, respectivamente. ApoOs as
analises, realizou-se a contagem de eritrocitos em camara de Neubauer, utilizando
microscopico optico comum na objetiva de 40 vezes (Figura 34) e o hematocrito (Htc; %)

foi determinado pelo método do microhematocrito.
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Figura 34: Contagem de eritrocitos em Camara de Neubauer na objetiva de 40X em um

microscopio Optico comum

Foram calculados os indices hematimétricos de Volume Corpuscular Médio (VCM; fL) e
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular média (CHCM; %) através das seguintes

formulas:

HEMATOCRITO
VCM : X 10

N° ERITROCITOS

CHCM : TAXA DE HEMOGLOBINA 3 100

HEMATOCRITO

2.2.6. MONITORAMENTO FiSICO-QUIMICO DA AGUA

Os dados como temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L), condutividade
(uS.cm™) e turbidez (NTU) foram medidos diariamente, do dia 30 de agosto ao dia 29 de
setembro, usando uma sonda multipardmetro (U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto, Japan). E os

niveis de amodnia foram medidos através de kits colorimétricos (Hach, Loveland, CO, USA).

2.2.7. MODELO ESTATISTICO
Todos os resultados obtidos nos testes in vivo foram analisadas pelo programa R pelo

Modelo de Regressao Linear Multipla Multivariada com 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. MONITORAMENTO FiSICO-QUIMICO DA AGUA
Foi utilizado neste experimento o sistema de recirculagdo da agua, onde a agua foi
recirculada dos aqudrios para tanques de agua, onde a dgua de cada tratamento desembocava
em um tanque diferente e assim, ndo ocorrendo a mistura de dgua dos trés tratamentos. Antes
de chegarem aos tanques, a agua passava por um sistema de filtragem: mecanica e biologica.
Esse sistema pode ser melhor compreendido no esquema e na foto a seguirem (Figura 35;

Figura 36).

Aquario 1 Aquario 2 Aquario 3 Aquario 4
s e el i
< —7._\:‘7 Dl =B //;"' g :__ L

FILTRO
MECANICO

FILTRO
BIOLOGICO

TANQUE

Figura 35: Esquema do Sistema de recirculagdo da dgua utilizado neste experimento

Figura 36: Sistema de recirculacdo da agua
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Os sistemas de recirculagdo de dgua ja sdo muito utilizados em laboratorios de
pesquisa e na manuten¢do de peixes ornamentais, porém seu uso em criagdes super intensivas
iniciou-se a pouco tempo, trazendo vantagens desse sistema por terem tamanho compacto, por
diminuir o consumo de dgua, sendo ideal para produtores que nao possuem recursos hidricos de
facil aceso, além da possibilidade de conseguir controlar de forma mais precisa os parametros
ambientais e assim conquistar uma produg¢do continua e mais rentavel, gerando menos impactos
ambientais (BRAZ FILHO, 2000). Esse controle mais absoluto do ambiente esta relacionado
com maior controle da qualidade da agua, na eliminacao mais eficiente de residuos organicos,
na reducdo da proliferagdo de algas e fungos que trazem sabor desagradavel a carne, trazendo
vantagens econdmicas para os piscicultores, além de vantagens para os consumidores, como
uma melhor qualidade alimentar (RINGO et al., 2010).

Em relacdo aos parametros da qualidade da adgua, estes foram mensurados diariamente

por 30 dias, os valores obtidos estdo contidos na Tabela 11.

Tabela 11: Parametros Fisicos-Quimicos da dgua durante 30 dias

Parametros Fisico-Quimicos |

Tratamentos Temp. pH 0.D. Cond. Amén Turb.
(°C) (mg/L) (nS/cm) ia (NTU)

Controle 2494 + 7,48 + 5,53 + 0,14 + 0,41 + 0,54 +
1,02* 0,34° 0,69° 0,02° 0,31° 0,62°

Probidtico 25,58 + 7,39 £ 5,40 £ 0,14 + 0,39 + 1,25+
0,63* 0,40 0,85 0,03* 0,29 1,34°

Oleo Canela 2523 + 7,33 £ 5,74 £ 0,12 + 0,38 + 0,70 +
1,72* 0,35% 0,70* 0,02 0,28 0,89

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Temp= Temperatura.

pH: Potencial Hidrogenionico. O.D.= Oxigénio Dissolvido. Turb.= Turbidez.

Para variacdes relacionadas aos tratamentos em 35 dias, a turbidez apresentou
alteragdes nos tratamentos com 6leo de canela (p<0,01) e probidtico (p=0,02) em comparagido
ao controle, esse fato pode estar correlacionado com a percep¢ao de escurecimento da dgua nos
aquarios, de forma mais acentuada nos aquarios do tratamento com probiotico. O pH foi o
unico parametro da qualidade da dgua que ndo apresentou modificagcdes entre os tratamentos,

nem ao longo do tempo. Os graficos contidos na Figura 37 ilustram melhor essas variacdes.
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Figura 37: Graficos de dispersdo representando os parametros fisico-quimicos da agua:
temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg/L), condutibilidade (uS/cm), amdnia e turbidez
(NTU) nos trés tratamentos (Controle, Oleo Canela e Probiotico) durante os 30 dias

mensurados.

Esses parametros fisico-quimicos da &gua obtidos neste experimento foram
comparados com os valores de referéncia recomendados pelo CONAMA, Resolugdao No.
357/2005 para agua de classe 2 (psicultura) (Conselho Nacional do Meio Ambiente, 2005)

contidos na Tabela 12 a seguir.



Tabela 12: Limites estabelecidos para a qualidade da agua pelo CONAMA, Resolugdo No.
357/2005

PARAMETROS VALORES DE REFERENCIA |

Temperatura (C°) 28-32

Ph 6,5-8,0
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 5-15
Turbidez (NTU) <100

Condutividade elétrica (uS/cm) <1000
Amonia ndo ionizada (mg/L) <0,1

Fonte: Conselho Nacional do Meio Ambiente, 2005.

Os valores de referéncias acima se referem a criagdo de peixes de interesse
comercial em aguas doce em tanques e sistemas maiores de produgdo, por isso que alguns
parametros da qualidade de 4gua podem estar distintos dos limites recomendados, porém bem
proximos. Apesar da temperatura se apresentar abaixo do limite de 28 °C pelo CONAMA, de
acordo com SEGOVIA (2000), as tilapias apresentam certa resisténcia a diferentes amplitudes
de temperatura, podendo sobreviver em temperaturas de 18 a 20°C. Em relagdo a amodnia
ionizada, ainda que na tabela mencione um limite superior de 0,1 mg/L, para tilapias valores
abaixo de 2 mg/L trazem uma margem de seguranca € bom crescimento para essa espécie
(VINATEA, 2004). Os valores de amdnia que foram expressos nesta pesquisa indicam que
estdo dentro da faixa de seguranca para a sobrevivéncia dos animais. Ao levar em conta os
outros parametros (pH, turbidez, condutividade e oxigénio dissolvido), todos se encaixam
dentro dos valores de referéncia, constatando que este sistema empregado foi capaz de
proporcionar sobrevivéncia e seguranga para os peixes, na qual os cuidados diarios com a

qualidade da 4gua sdo primordiais para o sucesso na criagao de peixes (LAZZARI, 2008).

3.2. CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DOS PEIXES

Biometrias foram realizadas em quatro momentos diferentes: antes do inicio do
experimento (Dia 26/setembro), 35 dias apds a suplementagdo com aditivos (05/outubro), 24
horas apds a infeccdo pelo patdégeno (07/outubro) e 48 horas apos a infec¢do (08/outubro).
Durante as biometrias foi realizado a medicao do peso (g) do peixe com auxilio de uma balanga
analitica e a medicao do comprimento (Figura 38), tanto o comprimento padrao (CP: cm)
quanto o comprimento total (CT: cm) (Figura 39). Os resultados da biometria estdo expressos

na Tabela 13 e Tabela 14.
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Figura 38: Realizacdo da biometria nas Tildpias-do-Nilo. A: medi¢ao do peso. B: medi¢ao do

comprimento

COMPRIMENTO PADRAD

[

COMPRIMENTO TOTAL

Figura 39: Diferenciagdo visual do comprimento padrao e comprimento total

Tabela 13: Peso (g) medido nas quatro biometrias

Tratamentos 26/setembro 05/Outubro 07/Outubro 08/Outubro
Controle 33,07+ 0,77° 88,26+ 15,41°* 84,07+ 11,327 82,61+ 10,04°
Probiotico 31,8+ 0,45% 82,50+ 5,80 80,11+ 10,84% 83,80+ 15,17%
Oleo Canela 34,09+ 0,16° 87,45+ 4,56 71,97+ 6,34* 83,87+ 4,53°

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Tabela 14: Comprimento Total e Comprimento Padrao medido nas quatro biometrias

Comprimento (cm)

26/setembro 05/Outubro 07/Outubro 08/Outubro

Tratamento
Pad Total Pad Total Pad Total Pad Total
Controle 10,29 12,67 13,79 16,72+ 13,93+ 17,08 13,9+ 16,65
+0,2°% +0,1°% +1,2° 1,4° 0,9* +1,2° 0,76* +0,9°
Probistico 10,25 12,55 13,48 16,53+ 13,51+ 16,53 13,9+ 16,64
+0,2° +0,1° +1,1° 1,4° 1,22¢ +1,5° 1,05° +1,3%
Oleo 10,25 12,64 13,91 16,86+ 12,8+1, 15,75 13,43 16,28
+0,1° +0,1° +0,9° 1,09¢ 28 +1,5° +0,8° +1,2°

Meédias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Com base no peso e no nimero de peixes por tratamento foi possivel calcular a

biomassa dos peixes, contido na Tabela 15.

Tabela 15: Valores da biomassa (g) para cada biometria realizada

Tratamentos 26/setembro 05/Outubro 07/Outubro 08/Outubro
Controle 396,7249,69 " 1059,12+184,96° 1008,84+135,8 ¢ 991,32+120,45?
Probidtico 381,6+13,20° 990+69,55¢ 961,32+130,14* 1005,6+182,04%
Oleo Canela 408,96+3,43° 1049,4+54,78* 863,64+76,09° 1006,44+54,40°

Meédias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

A partir desses valores pode-se determinar o crescimento € o ganho de peso dos peixes

por tratamento (Tabela 16).

Tabela 16: Crescimento (cm) e ganho de peso totais

Tratamentos Crescimento Total Ganho de Peso
()] Total (g)
Controle 4,15+ 0,23° 623,04+ 35,19°
Probidtico 4,02+ 0,08 604,04+ 22,46
Oleo Canela 3,65+ 041° 5642+ 97,25%

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey

(P<0,05)

Por fim, observou-se que durante os 35 dias de suplementacdo os peixes cresceram
e ganharam biomassa uniformemente, sem nenhuma diferenca significativa entre os diferentes

tratamentos (p>0,05), como pode ser melhor notado na Figura 40.
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Figura 40: Graficos do tipo Boxplots demonstrando as variagdes do peso (g) e comprimento

(cm) entre tratamentos durante 35 dias

Apos obter o resultado do ganho de peso total foi possivel calcular as taxas de
conversao alimentar (TCA) para cada tratamento, detalhadas na Tabela 17 abaixo:

Ao interpretar a tabela da TCA, foi observado que o tratamento com 6leo de canela
apresentou maior taxa de conversao alimentar, ou seja, requerendo maior quantidade de ragao
fornecida para alcancar o ganho de peso (aproximadamente uma grama a mais de ragdo por
grama de peso ganho) em comparagdo com tratamento com probidtico e o tratamento controle

que obtiveram valores de taxa de conversdo alimentar similares.

95



Tabela 17: Taxa de Conversdao Alimentar (TCA) determinada para cada tratamento em gramas

TRATAMENTOS ONG)

Controle 8,32°
Probidtico 8,587
Oleo Canela 9,12°

Meédias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). TCA= Taxa de

Conversao Alimentar

Ao analisar os resultados, a falta de diferencas significativas entre os tratamentos
para o peso e crescimento final dos peixes ndo ¢ exclusiva deste trabalho. Ao se tratar do
probidtico, CASTRO et al. (2021) também observou a auséncia de diferengas significativas no
desempenho zootécnico em pods larvas de tilapia-do-nilo apos a suplementacdo de diversas
concentragoes de probidtico do género Bacillus. Ja SILVA et al. (2021) realizou sua pesquisa com
juvenis de tilapia-do-nilo, 0 mesmo que neste trabalho, comparando as interferéncias, no peso e
comprimento corporal, da suplementagdo entre dois probiodticos: um complexo de bactérias e o
outro apenas constituido pela cepa Bacillus subtillis, apesar de serem dois probidticos distintos,
ambos ndo expressaram nenhuma diferenga no desenvolvimento dos peixes em 53 dias. Porém,
um resultado diferente foi encontrado no trabalho de XIA et al. (2019) utilizando também
aditivos do género Bacillus (B. subtillis e B. cereus) e verificando um aumento de peso e
melhora na conversdo alimentar, ou seja, diminui¢do da taxa de conversdo alimentar de
tilapias-do-nilo. Ja& ABOU-EL-ATTA et al. (2019), utilizou a linhagem Lactobacillus
plantarum, um dos géneros mais encontrados na formulagdo da Flora5 utilizada no presente
trabalho, como aditivo alimentar de Tildpias-do-Nilo, observando maior crescimento dos peixes
com uma melhor conversdo alimentar, porém com um gasto maior na alimentacdo por ter
induzido uma maior ingestao de racgao.

Essas diferencas no desenvolvimento dos peixes podem ser causadas por diversas
variantes como: caracteristicas das linhagens probidticas, concentragdao do probidtico, tempo de
suplementagdo, tipo de manejo adotado, composicao das dietas e o nivel de estresse que os
animais sdo submetidos (MOHAMED; JOHN, 2008; ALY et al., 2008). As diferencas no
desempenho dos peixes entre distintas linhagens probioticos podem ser verificadas na pesquisa
de OPIYO et al. (2019) ao comparar os efeitos benéficos de uma cepa fungica (Saccharomyces
cerevisiae) com uma cepa bacteriana (Bacillus subtilis), obtendo melhores resultados para o
crescimento, com maior peso, comprimento em tilapias-do-nilo suplementadas com .
cerevisiae, além de uma excelente taxa de conversao alimentar, porém ambos os probidticos

demonstraram maior desempenho do que os peixes utilizados no tratamento sem aditivos. Em



contrapartida, a concentragdo do probidtico a ser utilizado também tem grande influéncia nos
resultados, como foi averiguado por ABARIKEA ef al. (2018), na qual todos os peixes
alimentados com quatro concentragdes (3g, 5 g, 7g e 10g) do probidtico comercial BS,
composto por duas espécies do género Bacillus (B. Subtilis e B. Lincheniformis) apresentaram
ganho de peso e comprimento em comparagao ao controle, porém foi a concentracao de 10g/kg
que apresentou melhor desempenho.

Os resultados deste trabalho se referem a suplementagdo de 35 dias, uma média de
tempo utilizada por diversos autores, como aqueles citados acima, contudo, alteragdes no
intervalo de suplementagdo podem ser a chave para oscilagdes nos resultados, como foi no caso
do trabalho de ALY et al(2008) que realizaram seu experimento utilizando também uma
mistura probiotica (Lactobacillus acidophillus e Bacillus subtilis) porém suplementando por 56
dias, quase o dobro de dias utilizados neste presente trabalho, atingindo resultados diferentes
com uma maior taxa de ganho de crescimento. Essas variagdes nos resultados advindas de
diferentes intervalos de tempo podem ser melhor visualizadas no trabalho de SILVA et al.
(2020), na qual teve o objetivo de documentar as variagdes de peso, comprimento e taxa de
conversdao alimentar em alevidos de Oreochromis niloticus suplementados com uma mistura
probidtica (Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidum, Enterococcusfaecium, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillusplantarum e Pediococcus
acidilactici) em quatro periodos de tempo: 30, 60 ¢ 90 dias. Durante esses periodos, nenhuma
diferenga no peso dos alevinos em 30 dias de criacdo, no entanto, em 60 dias, os peixes
alimentados com o probidtico tiveram um peso maior em comparagdo com o controle, tendo
também uma melhora de 14% da conversdo alimentar. J4 os autores TACHIBANA et al.
(2020) adotaram uma outra estratégia para alavancar resultados promissores, atestando a
eficacia da alternancia de 7 dias da dieta com probidtico com a dieta normal (sem aditivos) para o
desenvolvimento de tilapias-do-nilo.

Em relagdo ao uso de 6leo essencial de canela em peixes, alguns trabalhos também
constataram a auséncia de variagdes no desempenho dos peixes suplementados em comparagao
com o grupo controle, como ¢ o caso da pesquisa realizada por SARY et al (2018) ao
suplementar juvenis de Tilapia-do-Nilo com duas concentragdes (0,35 e 0,70 gramas/Kg de
racdo) de 6leo de canela por 45 dias, ndo obtendo modificagdes no desenvolvimento dos peixes.
Nao diferindo dos resultados de DEDI et al. (2016) ao utilizar outra espécie de peixe: a carpa-
comum (Cyprinus carpio) com a suplementacdo de 6leo de canela nas concentragdes 0%,

0.25%, 0.5%, 0.75% e 1%, afetando de forma insignificante o crescimento e a taxa de
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sobrevivéncia dos peixes.

Poucos trabalhos da atualidade ainda utilizam o 6leo de canela na sua integridade,
empregando mais o composto cinamaldeido. O cinamaldeido ¢ um alcool terpénico com baixa
solubilidade em agua e alta volatilidade, sendo o componente majoritario do 6leo de canela
(GOMES; MOREIRA; CASTELL-PEREZ, 2011). Contudo, a concentragao de cinamaldeido
difere ndo so6 entre espécies diferentes da planta canela, como também variam entre: individuos
de uma mesma espécie, em ambiente diferentes e entre distintos estados de uso do composto
(p6 ou 6leo) (AFIFI et al., 2009).

O maior uso do cinamaldeido ao invés do 6leo de canela é explicado nas pesquisas
cientificas pelo alcance de melhores resultados para a saide dos peixes, dentre eles estdo: um
maior ganho de peso € um maior crescimento, como foi alcangado na pesquisa de AMER;
METWALLY E AHMED (2018) ao utilizar 2ml/kg de cinamaldeido na alimentacdo de
tilapias. Contudo, dosagens diferentes do cinamaldeido podem provocar diferenciagdes nos
resultados, como por exemplo, a aplicacdo de duas dosagens (1% e 1,5%) utilizadas por
MOHAMMAD (2021) em carpas-comum (Cyprinus carpio), na qual, a dosagem de 1,5%
atingiu maiores taxas de crescimento e melhores taxas de conversao alimentar em comparagao
com a dosagem 1%, que ndo obteve diferengas significativas para o peso e comprimento. Esses
resultados s6 afirmam o que foi proposto por RAESI et al. (2016), que esclarece que as
atividades, tanto do o6leo de canela quanto do cinamaldeido esta correlacionadas com a
concentracdo do composto cinamaldeido, tendo maiores atividade na presenca do composto
majoritario cinamaldeido em elevada concentragao.

Apesar de ndo ter havido diferencas significativas no desenvolvimento dos animais
neste trabalho, a oportunidade de utilizar o cinamaldeido isolado neste trabalho seria uma
provavel op¢ao para alcangar resultados mais favoraveis aos compostos bioativos obtidos de
plantas. Essa permissa pode ser embasada nos resultados obtidos por NEHAD et al. (2020) que
comparou as atividades de um probiotico Levabon ® com o produto Biotronic® composto por
cinamaldeido, nas mesmas concentragdes, obtendo melhor desempenho com o produto

Biotronic®.

3.3. SOBREVIVENCIA E SINAIS CLINICOS DE DOENCA

Apoés a infeccdo experimental dos peixes com a cepa Aeromonas hydrophila,
verificou-se a taxa de sobrevivéncia dos peixes e a presenga ou nao de sinais clinicos da
doenga. SO para constatar, dois peixes, um do tratamento controle e outro do tratamento com

probidtico, logo apds a realocag¢do deles nos aquérios, morreram antes da infecc¢do, tendo o
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estresse como provavel causa. Porém os peixes sobreviventes estavam sem nenhuma indicagdo
de doencas ou ferimentos que possam interferir nos resultados posteriores.

Apenas um peixe do tratamento controle apresentou sinais clinicos da doenga em
24 horas, dentro destes sinais observou coloragdo corporal alterada, feridas no corpo,
hemorragia localizada na base da nadadeira e hemorragia interna generalizada, o que levou a
morte deste animal. Nenhum peixe dos tratamentos com probidtico e dleo de canela tiverem
obitos ou demonstraram sintomas em 24 horas e 48 horas. E apds 96 horas, um outro peixe do
tratamento controle veio a 0bito com sintomas de bacterioses.

Depois de 7 dias da terceira coleta (08/10), ou seja, 216 horas da apds a inoculagdo
do patdgeno foi realizada uma nova coleta (15/10) apenas para verificar o estado de saude dos
peixes. Nesta coleta, os peixes do tratamento controle apresentaram-se mais doentes e
clinicamente mais comprometidos em relagdo aos tratamentos com probidtico e 6leo, com
caudas e nadadeiras corroidas, boca avermelhada, olhos saltados (exoftalmia), petéquias
espalhadas pelo corpo, hemorragias visiveis na base das nadadeiras, tendo em média 5 peixes
comprometidos dentre 9 peixes que sobreviveram as primeiras horas de infecgao.

Em relacdo ao tratamento com oOleo de canela, 6 peixes de 11 apresentaram
comprometimento da sua saude, sendo que um desses seis peixes morreu no mesmo dia da
coleta final. Os sinais clinicos foram similares aos encontrados no controle, porém de forma
mais branda, como: cauda e nadadeiras corroidas, boca avermelhada, pequena hemorragia na
base das nadadeiras e manchas e petéquias espalhads pelo corpo. Os peixes do tratamento com
probidtico Flora 5 foram os que manifestaram melhor condi¢ao de saude, com 3 peixes de 11
com sinais clinicos de bacteriose, como: manchas avermelhadas na base das nadadeiras (inicio
de hemorragia), manchas e petéquias centralizadas no abdomen e coloragdo corporal mais
escura.

Todos os sinais clinicos observados nos peixes neste capitulo (Figura 41) foram
assegurados como sintomas de aeromonose de acordo com AUSTIN; AUSTIN (2016), que

descreve sintomas semelhantes averiguados em peixes contaminados por Aeromonas spp.
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Figura 41: Sinais clinicos de septicemia causados pela bactéria Aeromonas hydrophila. A:
Manchas e petéquias no abdémen. B: Cauda corroida. C: Olho saltado (exoftalmia). D:

Hemorragia generalizada.

Ao converter todos esses dados em percentagem de sobrevivéncia, o tratamento
com probiotico foi o que apresentou, em 5 dias apds a infe¢do do patdgeno, maior taxa de
sobrevivéncia de 100%, ou seja, ndo ocorreu mortes provocadas pela bactéria neste tratamento
durante esses 5 dias. Em ordem decrescente de sobrevivéncia, o 6leo de canela obteve uma
percentagem de sobrevivéncia de 97,9%, uma taxa de sobrevivéncia mais vantajosa do que o
tratamento controle com 95,7%. Em sintese do panorama geral, a manutencdo da satde dos
peixes seguiu a ordem decrescente: Probidtico > Oleo de Canela > Controle, na qual o
tratamento com probidtico conseguiu manter uma maior saiude e integridade dos peixes,
seguido pelo 6leo de canela em comparacdo ao tratamento controle.

Resultados positivos para a sobrevivéncia dos peixes a doencas utilizando
probidticos foram documentados por outros autores. MEIDONG et al. (2017) que conseguiu
obter uma elevada taxa de sobrevivéncia (87,6%) contra Aeromonas hydrophila em tilapias-do-
nilo alimentadas com a cepa probidtica Lactobacillus plantarum em compara¢ao com uma taxa

de 12,5% do tratamento controle. WON et al (2020) observou uma maior taxa de
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sobrevivéncia para duas linhagens diferentes de probidticos (B. subtilis e L. lactis) em relagdo
ao grupo controle, que teve registro de mortalidades j4 no terceiro dia de infeccdo por A.
hydrophila, nao percebendo diferencas nas atividades entre essas duas linhagens probidticas.
Porém, KUEBUTORNYE et al. (2020) observou variagdes na atividade inibitéria de linhagens
do género Bacillus (Bacillus velezensis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens) com a
atividade inibitoria de uma mistura probidtica composta por esses trés géneros ja citados, na
qual obteve-se maior taxa de sobrevivéncia peixes alimentados com a mistura, deduzindo que
misturas probidticas, como Flora 5 utilizada neste trabalho, apresentam maiores interacdes
negativas contra a bactéria patogénica e positivas para a saude dos peixes do que as linhagens
isoladas.

Em relagdo as doengas, as bactérias patogénicas podem manifestar-se como mais
vulneravel ou resistente para diferentes tratamentos. TAN; CHEN; HU (2019) perceberam que
a bactéria patogénica A. hydrophila era mais resistente a linhagem probiodtica Rummeliibacillus
stabekisi, isolada do intestino de Tilapias-do-Nilo do que o patdogeno S. iniae, com taxa de
sobrevivéncia de 56,7% e 63,3 %. A constatacdo de que Aeromonas hydrophila tem um perfil
mais resistente a tratamentos com probioticos também foi visualizado por CHEN; LIU; HU
(2018), porém utilizando a linhagem probidtica Paenibacillus ehimensis.

Outros componentes podem ser misturados aos aditivos alimentares nas suas
formulacdes com a finalidade de trazer maiores beneficios, desempenhando o papel de
auxiliadores, normalmente de origem vegetal ou mineral (TIENGTAM et al., 2017). Como ¢ o
caso dos prebioticos que acabam auxiliando os probidticos na modulagio da microbiota
intestinal e do sistema imune (RINGO et al., 2010). Esse auxilio pode ser observado na
pesquisa de CAVALCANTE et al. (2020) na qual obteve-se menores taxas de mortalidade de
peixes por septicemia de Aeromonas hydrophila ao utilizar a combinagdo de probiodtico
comercial (Bifidobacterium sp, Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecium) com
prebiotico (MOS) ao comparar com o tratamento onde utilizou somente o probidtico como
suplemento.

Além do probiotico, o uso de 6leo de canela neste presente trabalho também
resultou em efeitos benéficos para os peixes, porém com uma taxa de sobrevivéncia menor do
que a sobrevivéncia observada no tratamento com probiotico, contudo ainda representando uma
vantagem para a satide do hospedeiro ao comparar com a mortalidade do grupo controle. Um
otimo desempenho do 6leo de canela frente ao patogeno Aeromonas hydrophila também foi
obtido por AHMAD et al. (2011) com uma mortalidade em tilapias-do-nilo de 9 a 12 %, 77%

menor do que a taxa de mortalidade do grupo controle (89%).
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O poder antimicrobiano do 6leo de canela pode afetar outros patdégenos além do
género Aeromonas spp. ALSAID et al. (2010) verificou esse mesmo potencial antimicrobiano
do oOleo de canela contra o patogeno S. agalactiae em tildpias vermelhas hibridas. Ja
RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN (2010) classificaram o o6leo de canela
como um forte antagonista da bactéria patogénica S. iniae em tilapias-do-nilo. A a¢do benéfica
do oleo de canela também impacta outras espécies de peixes, como visto na pesquisa de
HABIBA et al. (2021), na qual concluiu que o 6leo de canela apresentou alta eficiéncia na
sobrevivéncia e performance de peixes conhecidos como robalo (Dicentrarchus labrax).

Essa agdo antagbnica contra Aeromonas hydrophila ndo é exclusiva do 6leo de
canela, como também foi verificado que outros Oleos essenciais agem contra esse patdgeno,
como ¢ o caso do 6leo de melaleuca (Melaleuca alternifolia) (SOUZA et al., 2016), 6leo de
orégano (Origanum vulgare) (SEDEN; ABBASS; AHMAD, 2009) e o6leo de gengibre
(Zingiber officinale) (NALIATO et al., 2020), com beneficiamento de 90 % na satde dos
peixes. Por fim, tanto este trabalho quanto de ALI ef al. (2020) nomearam o 6leo de canela e
probidtico como competentes protetores da sade dos peixes devido a reducdo de mais de 90%

da taxa mortalidade dos peixes por Aderomonas hydrophila.

3.4. PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS
As variaveis sanguineas e bioquimicas (hematocrito, PPT, hemoglobina, eritrocitos
e glicose) obtidas nas 3 coletas (coleta 0, 24 e 48 horas apos a infec¢ao pelo patogeno) estao

contidas na Tabela 18.

A andlise dos parametros hematoldgicos para compreensao da fisiologia dos peixes foi
proposta por HESSER (1960). Esses dados podem ser muitos utilizados para a verificagdo do
estado de satude dos peixes, podendo através deles prever enfermidades em estagios iniciais de
alteragdes para que assim consiga realizar tratamentos precoces (AZEVEDO et al., 2011).
Dentre as vantagens de utilizar o perfil hematolégico dos peixes como diagnostico estdo:
facilidade da andlise ao utilizar kits de diagnostico laboratoriais, realizagdo de grande niimero
de amostras em curto periodo de tempo e a ndo obrigatoriedade de levar o animal a eutandsia

(MAITA, 2007).
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Tabela 18: Perfil hematologico e bioquimico dos peixes expostos aos trés tratamentos em trés

coletas realizadas.

Variaveis Sanguineas

Hb (g Erit. Glic.
Horas Tratamentos Htc. (%) PPT (x106 (mg dL-
dL-1) W) )
Conirole 28,55+ 4,81+ 6,35+ 1,45+ 35,67+
14,13 a 0,6 a 0,6 a 0,2a 4,7 a
0 Probibtico 27,93+ 4,46+ 6,98+ 1,27 + 33,42+
3,05a 0,6 a 0,7 a 0,4 a 59a
Oleo 26,25+ 3,83+ 7,30+ 1,15+ 29,25+
Canela 1,71 a 0,3b 0,8b 03a 6,9 a
Conirole 29,75+ 3,42+ 6,35+ 1,55+ 38,17+
0,84 a 0,7 a 0,5a 0,2a 11,8 a
24 Probidtico 27,84+ 4,00+ 6,50+ 1,66 + 31,42+
1,35 a 0,6 a 0,8a 03a 6,0 a
Oleo 28,41+ 3,66+ 6,87+ 1,61+ 34,75+
Canela 1,29 a Oa 0,5b 0,3a 8,9 a
Conirole 29,42+ 3,58+ 7,21+ 1,59 + 38,83+
1,03 a 03a 0,5a 0,3a 8,3a
48 Probidtico 28,58+ 3,67+ 7,44+ 1,25+ 42,92+
1,37 a 0,3a 1,4b 0,3a 12,8 a
Oleo 28,58+ 4,0+ 7,12+ 1,18+ 30,5+
Canela 1,37 a 0,3b 1,0a 0,1 a 54a

Me¢édias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Htc=

Hematocrito. PPT= Proteina Plasmatica Total. Hb= Hemoglobina. Erit= Eritrécitos. Glic.= Glicose.

Neste experimento, foi estudado a influéncia tanto dos diferentes tratamentos quanto o
tempo antes e depois da infeccdo experimental nos parametros hematologicos dos peixes nas
trés coletas. Em relagdo a glicemia, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos,
porém no tratamento com probidtico ocorreu aumento desse indice ao longo das trés coletas
(p=0,03). Variagdes crescentes ao longo do tempo de infeccao também foi possivel de observar
no perfil do hematocrito no tratamento controle (p<0,01), sem obter nenhuma variagao
comparando entre os tratamentos. J4 o nimero de eritrécitos (Figura 42) nao diferiu nem entre

os tratamentos, nem entre os periodos das coletas.
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Figura 42: Numero de eritrdcitos obtido pela contagem em Camara de Neubauer

As variagdes ao longo do tempo, ou seja, entre as coletas e a falta de variacdes entre os
tratamentos podem estar relacionadas com o aumento do estresse na manutencdo dos peixes,
principalmente o estresse mecanico pela captura e anestesiamento dos animais com pouco
intervalo entre as coletas para que os animais pudessem voltar ao estado equilibrado, ja que de
acordo com HOSEINI er al. (2019), o estresse pelo manuseio pode acarretar alteragdes nos
padrdes hematoldgicos, como ocorreu na pesquisa de SUTTHI; DOAN (2020) ao analisar as
consequéncias do estresse de tilapias-do nilo em transporte de 4 horas, na qual a glicose foi o
parametro sanguineo que mais sofreu alteracdes, porém ao adicionar duas cepas de probidticos
(Saccharomyces cerevisiae e Bacillus spp) na alimentacdo dos peixes, as alteragdes
hematologicas ndo se tornaram muito significativas.

A falta de modificacdes, entre os tratamentos, nos pardmetros hematologicos citados
acima também foi observada na pesquisa de SILVA et al. (2021) ao incluir tanto um complexo
bactérias como cepas de Bacillus subtillis em dietas de juvenis de tilapia do Nilo. E
NAKANDAKARE et al. (2013) argumentou que auséncia de diferengas significativas nas
composi¢des sanguineas no seu estudo ao suplementar tilapias-do-nilo com probidtico PAS
TR® ¢ um indicativo de que a saude dos peixes se encontra em manutengao, ja que parametros
hematoldgicos da série vermelha dizem respeito ao estado geral da satde dos peixes. Ja para os
testes utilizando 6leos essenciais, ROJAS (2021) também ndo observou nenhuma alteracdo nos
parametros hematoldgicos em relagdo ao controle, utilizando uma mistura comercial de 6leos
essenciais (Emerald ®), tendo como composto principal o 6leo de canela, na alimentagdo de

tilapias-do-nilo por 60 dias. Essa explicagdo também pode ser aplicada para este presente
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estudo ja que o estado de satide dos peixes antes da infeccdo experimental estava em harmonia
¢ a manutencdo da maioria dos pardmetros hematoldgicos mesmo apoés a infec¢do ressalta que
por 48 horas a satde dos peixes permaneceu intacta, conferindo aos probioticos o papel de bom
mantedor da sanidade de peixes, mesmo papel dado por MOUSTAFA et al. (2020) ao
probidtico composto por misturas de linhagens do género Bacillus (Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis e Bacillus pumilus) por recuperar os valores de hematdcrito, hemoglobina, proteina
total e glicose prejudicados pela infeccao do patdogeno S. Iniae em tilapias-do-nilo.

Resultados distintos deste presente estudo foram encontrados por AMIR et al. (2019),
que ao suplementar Carpas rohu (L. Rohita) com o fungo probidtico G. ccandidum observaram
aumento significativo nos seguintes indices: eritrocito, leucdcito, hematodcrito, hemoglobina,
VCM e CHCM. GAYED et al. (2021) também documentou o aumento de diversos parametros
hematoldgicos em peixes apos suplementados com um probiodtico comercial (Zado®). Contudo,
neste presente trabalho, apenas dois pardmetros sanguineos tiveram variagcdes entre 0s
diferentes tratamentos. J&4 HABIBA et al. (2021) verificou o aumento de todos os parametros
hematolégicos (hemoglobina, hematdcrito, glicose e eritrocitos) em peixes (Dicentrarchus
labrax) tratados com 0leo de canela por 90 dias.

Nos resultados da analise da hemoglobina, os valores do tratamento controle diferiram
do tratamento com o dleo de canela de forma mais significativo (p<0,01) e com o tratamento
com probiotico de forma mais moderado, na qual, nas coletas 0 e 24 horas, a concentracao de
hemoglobina no tratamento com 6leo de canela era menor do que nos outros tratamento, porém
na coleta de 48 horas esses papeis se invertem, tendo o tratamento com O6leo de canela
concentragdes maiores de hemoglobina em compara¢des com os outros tratamentos, além dos
valores terem aumentado para o tratamento controle ao longo do tempo (p=0.03). De acordo
com DAHIYA; SIHAG; GAHLAWAT (2012) esse aumento nos niveis de hemoglobina em
peixes tratados com probiodticos ¢ explicado pela presenga de um maior numero de células
carreadoras de oxigénio que auxiliam nas atividades metabolicas dos peixes. Ou seja, o
aumento da hemoglobina em peixes apresenta a fun¢do de controlar a transmissdo de gases
respiratorios no sangue e assim, aumentando a eficiéncia cardiaca (GAZERANI; FARAHANI,
2009). Outro parametro com variagdes entre os tratamentos foi o PPT (proteina plasmatica
total), na qual o tratamento do controle diferiu significativamente do tratamento com 6leo de
canela (p= 0,01), além disso, para o tratamento probidtico os valores diferiram também ao
longo do tempo (p=0.02). A presenca ou nao de variagdes nestes parametros podem ser

melhores visualizadas nos graficos contidos na Figura 43.
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Figura 43: Graficos do tipo Boxplots representando as variaveis hematoldgicas nos trés

diferentes momentos (coletas) da infec¢ao por Aeromonas hydrophila

A partir da contagem do niimero de eritrocito e a determinag@o da concentragdo de
hemoglobina foi possivel calcular os indices hematimétricos, contidos na Tabela 19. O indice
VCM (volume corpuscular médio) avalia o volume dos eritrocitos ¢ o indice CHCM
(concentracao de hemoglobina corpuscular média) que estabelece a concentragao de pigmento
nos eritrocitos (NAGATA et al., 2009). Nesta pesquisa, tanto os valores VCM e CHCM néo
diferiram nem entre os tratamentos nem nos trés momentos da infeccdo. A Figura 44 consegue

representar melhor a auséncia de diferencas entre VCM e CHCM.

Tabela 19: indices Hematimétricos calculados para os diferentes tratamentos em trés

momentos (coletas) da infec¢do por Aeromonas hydrophila

INDICES HEMATIMETRICOS

Horas Tratamentos VCM CHCM

Controle 187,35 +58,93° 25,21+ 4,77°

0 Probidtico 216,05 + 56,34 ° 26,35+ 6,76°
Oleo Canela 248,23+ 79,52° 27,52+ 4,03 °

Controle 200,21 +28,62° 20,94+ 2,14*°

24 Probidtico 175,70 + 30,05 ° 22,92 +3,12°
Oleo Canela 184,53+ 35,73 24,04+ 2,54°

Controle 194,37 +£29,72° 23,58 £ 1,42°

48 Probidtico 241,61 £61,15° 26,26+ 5,74°
Oleo Canela 236,23+ 42,49° 26,30+ 4,79°
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Meédias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

VCM= Volume Corpuscular Médio. CHCM= Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular
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Figura 44: Graficos do tipo Boxplots expressando os valores de VCM E CHCM nos trés

diferentes momentos (coletas) da infec¢ao por Aeromonas hydrophila



Resultados similares para o tratamento probidtico foram encontrados por
MEHDINEJAD; IMANPOUR; JAFARI (2017) ao notar um aumento principalmente nos
indices de hemoglobina ao suplementar por 6 meses a racao de peixes Kinguios (Carassius
auratus) com a linhagem probiotica Pedicoccus acidilactici e que de acordo com esses autores, esse
aumento nos parametros hematologicos pode indicar uma melhora no sistema imunoldgico dos peixes.
Seguindo o mesmo preceito dos autores anteriores, MAKLED et al. (2019) quis verificar se o aumento
nos indices hematologicos € proporcional a concentragdo de probidtico usado ao utilizar duas
concentragdes (0,5 e 1 %) do probidtico Psychrobacter maritimus em tilapias-do-nilo, contudo nao
houve diferengas significativas entre essas duas concentragdes, porém ocorreu diferengas entre
os tratamentos com probidtico ao comparar com o tratamento controle, com aumento nos niveis
de hemoglobina e hematocrito. Ao se tratar de pesquisas utilizando dleos essenciais, AMIRI;
BAHREKAZEMI (2017) observou o aumento da hemoglobina em peixes da espécie
Labeotropheus fuelleborni ao alimenta-los com 6leo de canela. Esse aumento no parametro da
hemoglobina nao ¢ exclusivo para peixes que receberam o 6leo de canela como aditivo, mas
este aumento também foi constatado ao utilizar outros 6leos essenciais como aditivos. Como no
trabalho de RASHIDIAN et al. (2021) que também obteve maiores valores de hemoglobina,
além de um aumento nos indices de PPT ao suplementar zebrafishs (Danio rerio) com 6leo de
orégano por oito semanas € apds o desafio com a bactéria patogénica Aeromonas hydrophila.
ABD EL-NABY et al. (2019) verificou maiores valores de hemoglobina em tilapias
alimentadas tanto com o6leo de tomilho sozinho quanto a mistura do 6leo de tomilho com
quitosana (prebiodtico). Porém NGUGI ef al. (2015) s6 conseguiu averiguar que o pardmetro da
hemoglobina aumentou nos peixes alimentados com o6leo de Urtica dioica ap6és o desafio
bactérianos com Aeromonas hydrophila, indicando que esse acréscimo pode ser uma resposta
dos peixes infectados que foi estimulada pelos 6leos essenciais, ja que nos peixes do controle
negativo, ou seja, em peixes alimentados sem aditivos e infectados ndo apresentaram esse
acréscimo no indice de hemoglobina.

Os diferentes resultados encontrados tanto neste trabalho quanto nas pesquisas
citadas anteriormente utilizando o perfil hematologico dos peixes para verificar o estado de
saude sd3o comuns e de acordo com AUTHMAN (2015), os efeitos dos aditivos alimentares nos
padrdes hematoldgicos de peixes podem ter uma ampla faixa de variagdo e muitas vezes de
forma controversa dependendo da espécie, do sexo, tamanho, habito alimentar dos peixes, além
das condi¢des ambientais também estarem diretamente relacionadas. Se tratando dos oleos
essenciais, a concentragdo do 6leo e o tempo de aplicacdo pode também interferir nas respostas

hematoldgicas. Segundo HARIKRISHNAN et al. (2010) dosagens mais elevadas de oleos
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essenciais na dieta dos peixes podem causar respostas hematoldgica diferentes de dosagens
mais baixas, suprimindo o sistema imunoldgico ao mesmo tempo que aumenta a resisténcia a
doencas. E de acordo com GHAFOOR et al. (2020) a aplicacao de dietas alimentares de longo
prazo suplementadas com Oleos essenciais geralmente causa um aumento nos parametros
sanguineos. Porém TOGHYANI et al. (2011), reconhece que alteragdes sanguineas nio sdo

muito comuns e conhecidas ao utilizar especificamente o 6leo de canela.

3.5. CONTAGEM DE LEUCOCITOS E TROMBOCITOS
Para a contagem de leucdcitos e trombocitos, foram realizados ao todo a contagem
de 2000 células em 108 laminas de extensdes sanguineas, diferenciando-as em eritrocitos,

leucoécitos e trombocitos (Figura 45).

Figura 45: Células sanguineas de Tilapia-do-Nilo na objetiva de 100X em um microscopio

optico comum durante a contagem de leucdcitos e trombocitos.

Os valores do leucograma e trombograma estao expressos na Tabela 20.
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Tabela 20: Leucograma e Trombograma resultantes da contagem total de células

CONTAGENS SANGUINEAS |

Horas Leucocitos Trombdcitos
Tratamentos
(nL) (nL)
Controle 145465,8+ 62237,1+55774,6 %
103782,2?
. 927642+ 49833,8+ 442209
0 Probidtico 78900.1 *
, 61370,8+ 147071+ 13228,3°
Oleo Canela 233973 b
Controle 51177,9+ 15300,4+10321,4°
20166,8°
. 59400,4+ 26935,4+ 19089,0 ¢
24 Probidtico 23004.6°
. 44369,2+ 30143,3+ 13681,9 b
Oleo Canela 227782 b
Controle 46330,4+ 18620,4+ 18096,6 ¢
11837,6°
. 47015,0+ 15890,8+ 13111,8°
48 Probidtico 20943.7°
, 37275,0+ 13776,3+ 9627,0¢
Oleo Canela 12507.7 b

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)

Em relagdo a andlise estatistica, a contagem de leucocitos apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos controle e 6leo canela (p<0,01) e diferencas significativas

entre os tratamentos controle e probidtico (p=0,03), além disso para o tratamento probiotico os
valores diferiram também ao longo do tempo (p=0.01). J& na contagem de trombocitos, O
tratamento controle diferiu significativamente do tratamento o6leo (p=0.01). E tanto o

tratamento controle quanto o tratamento probidtico apresentaram valores diferindo ao longo do
tempo (p<0.01). Na Figura 46, o leucograma e trombograma desta pesquisa estdo apresentados

em forma de graficos.
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Figura 46: Representacdo do Leucograma e Trombograma em forma de graficos do tipo

Boxplots nos trés diferentes momentos (coletas) da infec¢do por Aeromonas hydrophila

Os probioticos sdo conhecidos por auxiliar na imunidade ndo especifica dos
animais devido a diversos mecanismos de a¢do como: competicao nutricional, produgdo de
substancias antibacterianas ou podem como imunoestimuladores em peixes (SUTILI et al.,
2017; MENAGA et al.; 2020). Em condigdes ndo desafiantes, ou seja, sem a presenga de
infec¢des bacterianas, o uso de probidticos em peixes causa um aumento tanto no numero de

leucocitos quanto no niumero de trombocitos como visto na pesquisa de DIAS et al. (2020), que



verificou maiores quantidade de leucocitos nos peixes matrinxa alimentados com probidtico
contendo a cepa B. subtilis em relagdo ao grupo controle. MOHAMMADIAN et al. (2019)
também averiguou o aumento dos globulos brancos apods alimentar trutas arco-iris com
linhagem L. bulgaricus tanto em 45 como em 52 dias.

Com a adicao de 6leos essenciais na ragdo de peixes saudaveis, também ocorre o
aumento na contagem de leucocitos, como visto por VALLADAO et al. (2019) ao adicionar
oleo de tomilho na racao tilapias e alimenta-las por 15 dias. Resultados contrarios foram vistos
na pesquisa de RAVARDSHIRI et al. (2021), na qual a adi¢do de oleo de canela na
alimentagcdo de trutas arco-iris ndo causou eleva¢do nos niveis de leucdcitos e trombocitos.
KONDERA et al. (2021) também ndo perceberam diferencgas significativas no numero de
leucocitos ao suplementar juvenis da espécie Cyprinus carpio tanto com Oleo de canela quanto
0leo de tomilho, levando a supor que a agdo dos Oleos essenciais frente ao numero de
leucocitos e trombocitos podem variar conforme os diferentes usos desses Oleos.
HARIKRISHNAN ef al. (2021) foram os autores que confirmaram essa hipOtese ao testar os
mecanismos de variagdo do numero de leucdcitos, para isso alimentou peixes da espécie Channa
striata com Oleo de canela em diferentes dosagens (0, 5, 10, e 15 mg/ kg) e em tempos de
coleta sanguinea diferentes, constatando que ha relagdo na contagem de leucocitos com a
dosagem do 6leo essencial e com o tempo de alimentagdo, ao verificar que em 4 semanas de
alimentag@o apenas o grupo de peixes alimentados com Smg do 6leos apresentou acréscimos no
numero de leucdcitos e somente na sexta semana que os leucocitos do grupo com a dieta de 10
mg de 6leo aumentaram.

Ao se tratar dos resultados obtidos neste presente trabalho, o nimero de leucdcitos
e trombocitos diminuiram nas coletas de 24 e 48 horas principalmente para os grupos
alimentados com probidtico e dleo de canela, possivelmente como uma forma de resposta a
infeccdo por Aeromonas hydrophila, ja que de acordo com KANWKANWAL; TAYYEB
(2019) a menor contagem de células nas ultimas coletas pode ser explicada pela a¢do dos
aditivos alimentares de combater as bactérias nocivas de forma mais eficiente, causando uma
demanda baixa e menor de leucocitos, conforme mostrado nos resultados de sua pesquisa.
Além disso, o uso antecedente destes aditivos neste presente trabalho podem ter previnido que
as bactérias maléficas conseguissem colonizar o trato intestinal do peixes com facilidade, ja
que, em se tratando de probioticos, a colonizacdo das bactérias probioticas, que sdo benéficas
para o trato gastrointestinal dos peixes, reduz a oportunidade das bactérias patogénicas de se
aderirem e colonizarem o sistema gastrointestinal dos peixes, conferindo uma maior capacidade

de defesa imunolodgica e beneficios para a satde dos animais (ASADUZZAMAN et al., 2018).
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4. CONSIDERACOES FINAIS DO CAPIiTULO 2

De acordo com os resultados deste capitulo, pode-se afirmar que ambos os aditivos
alimentares (probidtico Flora 5 e 6leo essencial de canela casca) apresentaram boas respostas
na manutencdo da saude das tilapias-do-Nilo ao serem infectados pela bactéria Aeromonas
hydrophila, em comparagdo com o tratamento controle, observado através dos pardmetros
hematoldgicos, na presenca ou auséncia de sinais clinicos de doenca, no nivel de estresse e
no numero de células de resposta e defesa do organismo animal (eritrocitos e leucdcitos). Na
qual o probidtico Flora5S ganhou mais destaque nos testes in vivo por desenvolver respostas
mais evidentes dos peixes apds desafio com a bactéria. Entretanto, a auséncia de variagdes
significativas dos parametros citados acima na coleta pré-infec¢do pode representar que os
aditivos alimentares ndo influenciam de forma significante a fisiologia dos peixes em estado
equilibrado de homeostasia e estresse. De acordo com as discussoes levantadas, melhores
resultados podem ser alcangados com uma exposicdo mais prolongada desses aditivos

alimentares.
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CONCLUSAO




Diante das consideracdes finais do Capitulo 1 e Capitulo 2, pode-se concluir, nesta
dissertacdo, que o 6leo essencial de canela casca se sobressaiu em relagdo ao probidtico Flora 5
na inibicdo do patdgeno Aeromonas hydrophila nos testes in vitro do Capitulo 1, porém foi
ultrapassado pelo probidtico Flora 5, ja& que este desempenhou melhor papel de agente
mantenedor da satde das tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus) frente a infecgdo
experimental. O provavel motivo deste padrdo pode estar interligado com o fato de que
probidticos conseguem interagir melhor com a microbiota intestinal dos peixes. Contudo, o uso
de o6leos essenciais na alimentagdo dos peixes também trouxe beneficios para os peixes,
principalmente no combate a infec¢do bacteriana, fato esse observado pela progressdo mais
contida da doenca e pela menor percepcao de estresse nos animais deste tratamento ao
comparar com tratamento controle. No entanto, esta conclusdo pode sofrer interferéncias de
acordo com: a escolha do tempo de exposi¢ao dos peixes a esses aditivos, a concentragao
utilizada, a composi¢ao das linhagens e dos compostos ativos e da forma de aplicagdo destes
produtos. Por isso, quando for levar esses aditivos para a cadeia produtiva serd necessario
elaborar métodos que se apliquem de forma mais pratica nas psiciculturas.

Nesta ocasido, pode-se alavancar questionamentos importantes que precisam ser
mais estudados como: durabilidade dos aditivos aspergidos na racao, possibilidade de aplicagdo
intercalada entre 6leos essenciais e probioticos, ja que a aplicacdo deles a0 mesmo tempo ndo é
recomendada devido a influéncia que um pode provocar no outro em suas atividades e qual
parametro da fisiologia dos peixes deve ser selecionado para confirmar agao positiva nos peixes
em produgdes intensivas, ja que os parametros alterados (sinais clinicos, nimero de células de
defesa, hemoglobina e comportamento animal) neste experimento em ambiente controlado do
sistema de aquarios podem variar em ambiente natural da piscicultura e assim, nao serem
usados como um padrao imutavel para monitorar a sanidade dos peixes.

Por fim, apesar dessas variagdes, a certeza extraida desta dissertacdo ¢ a
importancia de procurar novos métodos para manter e restaurar a satide dos peixes que ndo
cause resisténcia a patdgenos e prejuizos para o meio ambiente, para os produtores e para os
consumidores, consequéncias negativas ja comprovadas pelo uso exarcebado de antibidticos.
Dentre estes métodos, nesta dissertacdo foi listado duas opgdes (probidticos e dleos essenciais)
e que em resumo, podem garantir mais bem estar para os animais, produgdes mais lucrativas
para os piscicultores, sem grandes perdas ou gastos por surtos de doencas, atrelado a boas
praticas de producao, além de maior quantidade e qualidade alimentar para os consumidores de

pescado.
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Jaguaritina, 01 de setembro de 2020.

Maércia Mayumi Ishikawa
Embrapa Meio Ambiente

AUTORIZAGAO PARA A REALIZACAO DE ATIVIDADES DE ENSINO OU DE
PESQUISA CIENTIFICA

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da inclusédo de oleos
essenciais e probidticos na alimentacdo de tilapia-do-nilo para o controle de
Aeromonas hydrophila”, registrada com o n° 003/2019 sera executada por Fernanda
Smaniotto, sob a responsabilidade de Marcia Mayumi Ishikawa que envolve a
produgdo, manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n%.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Embrapa Meio Ambiente,

em 01/09/2020.

Finalidade ( )Ensino  (X)Pesquisa cientifica

Vigéncia da .-;torizagéo 26/08/2019a 30/12/2021

Espécie/linhagem/raca Ofeochromfs nilatic:us (tilapia)

N°de animais 150 .
Peso;EaE o 60-70g

Sexo ~ Machos

Origem F.  Piscicultura Polettini

(
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