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RESUMO

Virias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas ao descobrimento de novos
agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas, dentre as quais ha registro
de atividade antibacteriana dos extratos de goiabeira (Psidium guajava), erva-mate (Ilex
paraguariensis), alho (Allium sativum), eucalipto (Eucalyptus sp.) e pinus (Pinus
elliottii). O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antibacteriano de
extratos das plantas (goiabeira, erva-mate, alho, eucalipto e pinus) in vitro, onde os
extratos das plantas foram testados frente as bactérias Aeromonas hydrophila
(CPQBA228-08) e Streptococcus agalactiae (ATCC12386) responsaveis por doencas
bacterianas em pisciculturas de 4gua doce; e posteriormente in vivo. No estudo in vitro,
constatou-se que a bactéria S. agalactiae € resistente a todos o0s extratos testados. Por
outro lado, a bactéria A. hydrophila demonstrou-se sensivel ao extrato de erva-mate. O
desafio in vivo avaliou o extrato de erva-mate como antimicrobiano frente a 4. hydrophila
(CPQBA228-08) em infec¢ao experimental sobre a espécie Oreochromis niloticus na fase
de juvenil. Foi realizada a suplementacdo da ragdo com erva-mate na alimentagéo de O.
niloticus e ao final do periodo de suplementacdo de 25 dias os animais foram desafiados
com A. hydrophila. Foram avaliados os seguintes parametros: sistema imune (atividade
de Lisozima e contetdo de Nitrito/Nitrato) sistema antioxidante (CAT, GST, GSH, LPO
e PC), andlises hematologicas (eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina, VCM, CHCM,
HCM), parametros metabolicos (AST, ALT, glicemia e contetdo de glicogénio) além dos
parametros zootécnicos (taxa de crescimento especifico (TCE%), fator de condic¢éo (FC),
ganho em peso (GP) e taxa de sobrevivéncia (TS%)). No periodo também foi avaliada a
qualidade de dgua do sistema. A partir dos resultados obtidos, a suplementacéo com erva-
mate e o desafio com A. hydrophila ndo influenciaram a qualidade de agua e os
parametros de crescimento. Em relacdo a atividade do sistema imune foi observado um
aumento do contetdo de nitrito/nitrato renal nos grupos nao desafiados T1(0,005%). Nao
foram observadas alteracdes significantes do sistema antioxidante apesar de um aumento
pontual de GSH no grupo T2 (0,05%) ndo desafiado. A suplementagéo néo influenciou
na atividade plasmatica de AST e ALT, indicando auséncia de efeito toxico hepatico e
também ndo promoveu alteracdes no contetido de glicogénio hepatico. Por outro lado, foi
observado um aumento das concentracbes de glicose sanguinea nas menores
concentracdes T1e T2 de erva-mate dos grupos desafiados com A. hydrophila. Em relagéo
as variaveis hematologicas, verificou-se uma reducdo do numero de eritrocitos,
caracterizando anemia, podendo estar associada a infec¢do bacteriana. Os resultados
encontrados in vitro indicam potencial antibacteriano do extrato de erva-mate, porém nédo
foram verificados efeitos que indiqguem aumento de resisténcia a infec¢do bacteriana no
experimento in vivo. E importante ressaltar que este é o primeiro trabalho utilizando a
erva-mate como potencial agente terapéutico antibacteriano em aquicultura. Frente a isso
é necessario realizar estudos considerando maiores tempos e doses de suplementagdo bem
como diferentes fases de desenvolvimento dos animais.

Palavras-chave: Ervas medicinais. llex paraguariensis. Erva-mate. Metabolismo.

Piscicultura. Biocontrole. Aeromonas hydrophila



ABSTRACT

Several investigations have been developed and directed to the discovery of new
antimicrobial agents from plant extracts, among which there are records of antibacterial
activity of guava extracts (Psidium guajava), yerba mate (llex paraguariensis), garlic
(Allium sativum) eucalyptus (Eucalyptus sp.) and pinus (Pinus elliottii). The objective of
this study was to evaluate the antibacterial potential of plant extracts (guava, herb-mate,
garlic, eucalyptus and pinus) in vitro, in which plant extracts were tested against
Aeromonas hydrophila (CPQBA228-08) and Streptococcus agalactiae (ATCC12386)
responsible for bacterial diseases in freshwater fish farms; and subsequently in vivo. In
the in vitro study, it was verified that S. agalactiae is resistant to all the extracts tested.
On the other hand, the bacterium A. hydrophila was sensitive to the yerba mate extract.
The in vivo challenge evaluated the antimicrobial herb antimatter extract against A.
hydrophila (CPQBA228-08) in experimental infection on the Oreochromis niloticus
species in the juvenile phase. Feed supplementation was carried out with yerba mate in
the feed of O. niloticus and at the end of the supplementation period of 25 days the animals
were challenged with A. hydrophila. Antioxidant system (CAT, GST, GSH, LPO and PC),
hematological tests (erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, VCM, CHCM, HCM) were
analyzed. The parameters were: immune system (Lysozyme activity and Nitrite content /
metabolic variables (AST, ALT, glycemia and glycogen content) as well as the
zootechnical parameters (specific growth rate (TCE%), condition factor (FC), weight gain
(GP) and survival rate (TS%). In the period the water quality of the system was also
evaluated. From the results obtained, the supplementation with yerba mate and the
challenge with 4. hydrophila did not influence the quality of water and the parameters of
growth. Regarding the activity of the immune system, an increase in renal nitrite / nitrate
content was observed in the non-challenged groups T1 (0.005%). There were no
significant alterations of the antioxidant system despite a non-challenged T2-weighted
increase of GSH in the T2 group (0.05%). Supplementation did not influence the plasma
activity of AST and ALT, indicating absence of hepatic toxic effect and also did not
promote alterations in hepatic glycogen content. On the other hand, an increase in blood
glucose concentrations was observed in the lower concentrations T1 and T2 of mate-grass
in the groups challenged with A. hydrophila. Regarding the hematological variables, there
was a reduction in the number of erythrocytes, characterizing anemia, and may be
associated with bacterial infection. The results found in vifro indicate the antibacterial
potential of the yerba mate extract, but no effects were observed to indicate resistance to
bacterial infection in the in vivo experiment. It is important to emphasize that this is the
first work using yerba mate as a potential antibacterial therapeutic agent in aquaculture.
In view of this it is necessary to carry out studies considering longer times and doses of
supplementation as well as different stages of development of the animals.

Keywords: Medicinal plants. llex paraguariensis. Yerba mate. Metabolism. Psciculture.

Biocontrol. Aeromonas hydrophila.
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1. INTRODUCAO

A demanda por proteina animal, em especial por pescados, vem crescendo de
forma expressiva nas Ultimas décadas no Brasil e no mundo em decorréncia do aumento
populacional e da busca por alimentos mais saudaveis (FAO, 2014). Diante das limitagdes
de expansdo da pesca, a aquicultura torna-se uma alternativa importante para suprir essa
demanda e vem ampliando bastante sua participacdo no total de producéo de pescados no
mundo. O Brasil apresenta grande potencial produtivo no setor da aquicultura
principalmente devido as condic¢fes naturais existentes como a abundancia de recursos
hidricos, o clima predominantemente tropical e a diversidade de espécies com potencial
para o cultivo (BRASIL, 2011). Dentre as espécies mais utilizadas nos sistemas

comerciais de cultivo destaca-se a tilapia do nilo (Oreochromis niloticus).

A tildpia do nilo (O. niloticus) é um peixe de escama, pertencente a Ordem
Perciforme, e & familia Cichidae, com um mercado estabelecido e consolidado, formando
o0 segundo maior grupo de espécies cultivadas em todo mundo, perdendo apenas para as
carpas. A tilapia na sua alimentacdo apresenta boa aceitacdo de alimentos compostos por
de proteina de origem vegetal, sdo resistentes ao manejo, toleram altas biomassas e baixos
niveis de oxigénio dissolvido na dgua abaixo de 3 podendo chegar a 1 (mg.L™). Possuem
bom desempenho produtivo alcangando de 600 a 800 g entre 4 e 6 meses de cultivo. Os
alevinos sdo produzidos durante todo 0 ano e nos sistemas de producdo os machos
crescem mais que as fémeas, por causa do gasto energético das fémeas para reproducéo
(KUBITZA, 2006; SANTOS, et al.,, 2015). Apresentam um mercado consumidor
promissor e uma cadeia de producdo bem estabelecida em todos os niveis, iniciando com
o fornecimento de insumos, racGes balanceadas para cada fase do seu desenvolvimento,
como também animais com qualidade genética (OLIVEIRA, et al., 2012; RESENDE,
2010).

Proporcionalmente ao crescimento da demanda por pescado que ocorre em nivel
mundial, vem crescendo a producéo de pescado de forma intensiva e juntamente com essa
forma de producéo vem aumentando a incidéncia de doencas nas pisciculturas provocadas
por agentes patogénicos diversos. Dentre as principais causas para essa disseminacgdo de

doencas esta 0 aumento da carga de matéria organica empregada no cultivo, as altas
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biomassas utilizadas, o estresse ambiental principalmente atrelado a temperatura e
qualidade da &gua. Na piscicultura, dentre as enfermidades que vém aumentando muito
nas Ultimas décadas sdo destaque aquelas causadas por bactérias, tornando-se um dos

principais entraves para a producdo de peixes de forma intensiva (PAVANELLI, 2008).

Dentre as diversas bactérias descritas na literatura como causadoras de doencas na
piscicultura de agua doce, algumas espécies merecem destaque pela elevada incidéncia
e/ou mortalidade dos animais acometidos dentre elas estdo, Aeromonas hydrophila e
Streptococcus agalactiae, gerando prejuizos econdmicos e ambientais, sendo que ambas
as bactérias séo associadas a ulcera¢des no tegumento do animal (ALTINOK, et al., 2016;
AL-HARBI, 2016).

A espécie A. hydrophila é considerada a principal bactéria oportunista causadora
de doencas em peixes de dgua doce levando a altos indices de mortalidade nos sistemas
de cultivo comercial (NOGA,1996; FIGUEIREDO, 2008). E uma bactéria que se
encontra amplamente distribuida no meio aquatico, tanto na 4gua quanto em substratos,
além de habitar a microfauna intestinal dos animais (SCHROERS, et al., 2009). Ainda, a
A. hydrophila atua como patégeno secundario, s6 apresentando patogenicidade quando o
organismo aquatico se encontra exposto a estresse ou a um patdgeno primario
(PAVANELLLI, 2008).

A espécie S. agalactiae € a bactéria responsavel por infec¢fes no sistema nervoso
dos peixes e dos seres humanos (BERRIDGE et al., 2001). Sendo responsaveis por
infeccbes em peixes de agua doce e salgada, gerando intensa mortalidade, e
consequentemente impactos negativos economicamente (FIOLO et al.,, 2012;
FIGUEIREDO et al. 2006). Sendo relatado que os surtos de S. agalactiae, apresentam
maior mortalidade no inicio da infec¢do (SALVADOR et al., 2005; FIGUEIREDO et al.,
2006).

Visando a superacdo desse entrave na piscicultura utiliza-se atualmente no
tratamento das doencas bacterianas 0s mesmos antimicrobianos que sdo utilizados no
tratamento de doencas bacterianas em humanos uma vez que nao existem medicamentos
especificos para peixes. Este sistema de tratamento empregado nos animais acaba gerando
um grande risco de geracdo de resisténcia bacteriana, além de deixarem residuos no
ambiente e cujas consequéncias sdo desconhecidas na grande maioria das vezes
(GASTALHO, DA SILVA, RAMOS, 2014). Rodgers, Furones, (2009) em consonancia
com o estudo de Love et al., (2011) buscaram identificar as consequéncias do uso
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indiscriminado de antibioticos na aquicultura, verificando que existe uma negligéncia
com relacdo a regulamentacdo do uso de antibidticos, sendo regulamentado somente na
Unido Europeia.

Buscando amenizar os efeitos negativos da producdo intensiva, a Agroecologia
vem como uma nova ciéncia, que no campo da sua complexidade visa propor novas
formas de compreender e tratar os efeitos colaterais da producédo, buscando analisar o
fendmeno de estudo, neste caso as doencas bacterianas na piscicultura, de forma holistica
e entender como esse fendbmeno interfere no meio em que esta inserido. Ainda, analisar
de forma sistémica as maneiras de interferir nesse problema e suas consequéncias. A
aplicacdo dos conceitos agroecoldgicos na aquicultura busca sempre atingir a
sustentabilidade do sistema de producdo e reduzir as externalidades negativas do sistema
(GLIESSMAN, 1998; ALTIERI, 2004; CAPORAL, 2009).

Diante deste cenario, vem sendo observado um incremento no interesse e na busca
por alternativas ao uso dos antimicrobianos na piscicultura, sejam essas alternativas como
profilaticas ou terapéuticas frente as doencas de etiologia bacteriana. Dentre as fontes
alternativas que vém sendo estudadas estdo as plantas e compostos derivados de extratos
de plantas (CASTRO, 2008). Diversos compostos derivados de plantas tém sido
empregados na prevencao e tratamento de enfermidades em peixes uma vez que as plantas
apresentam  diversas  propriedades  bioldgicas, entre elas antibacteriana
(MULYANINGSIH, et al., 2010; NYA, DAWOOD, AUSTIN, 2010; MARTIN, et al.,
2013).

No entanto, embora haja evidéncias dos beneficios do uso do extrato de plantas
na aquicultura, existem poucos estudos sobre os efeitos destes extratos na Tilapia do Nilo.
Além disso, a grande suscetibilidade da Tilapia a bacterioses, principalmente relacionadas
a condicdes estressantes e perda da resisténcia imunolégica, fazem com que o tratamento
com extratos de plantas seja uma alternativa potencialmente viavel, com menor dano ao
meio ambiente e com baixo custo, para minimizar as perdas na produgéo. Diante do
exposto, o presente trabalho teve como objetivo identificar plantas com efeito
antibacteriano in vitro e avaliar sua eficacia e seguranga para uso in vivo em juvenis de

tilapia do nilo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana de extratos de plantas in vitro e posteriormente
in vivo durante a fase de juvenil de Oreochromis niloticus expostos a infeccdo

experimental.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Verificar o potencial antibacteriano in vitro de extratos das plantas goiabeira (Psidium
guajava L.), erva-mate (llex paraguariensis), alho (Allium sativum), eucalipto
(Eucalyptus sp.) e pinus (Pinus elliottii) frente as bactérias Aeromonas hydrophila e

Streptococcus agalactiae.

b) Determinar a concentracdo mais efetiva em termos de atividade antibacteriana in vitro,

dos extratos das plantas (goiabeira, erva mate, alho, eucalipto e pinus).

c) Avaliar o efeito antibacteriano do extrato da planta com melhor atividade

antibacteriana in vitro, em experimento com tilapia na fase de juvenil in vivo.

d) Avaliar os efeitos do tratamento com extrato da planta com melhor desempenho in

vitro sobre parametros hematolégicos e imunes de juvenis de tilapia.

e) Estudar os efeitos do tratamento com extrato de planta sobre parametros bioquimicos

e antioxidantes do sangue e figado de juvenis de tilapia.

) Avaliar os efeitos do tratamento com extrato de planta sobre parametros de crescimento
(taxa de crescimento especifico (TCE%), fator de condicdo (FC), ganho em peso (GP) e

taxa de sobrevivéncia (TS%)) de juvenis de tilapia.

g) Avaliar os efeitos do tratamento com extrato de planta sobre parametros da qualidade

de agua no sistema de recirculagéo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Aquicultura e tilapia

A aquicultura consiste da criacdo de organismos aquéaticos com parte do seu ciclo
de vida na agua e com valor comercial como peixes, moluscos, crustaceos e plantas. Neste
contexto, os peixes sdo, de longe, a principal classe de organismos produzidos por esta
atividade e, de fato, a producdo de peixes na aquicultura ultrapassa a coleta através da
pesca. A piscicultura é uma atividade que vem se tornando cada vez mais importante
como fonte de proteina para 0 consumo humano, sendo uma das atividades que mais tem
crescido em todo o mundo (FAO, 2010; QUEIROZ, et al., 2005). O Brasil apresenta
grande potencial produtivo na piscicultura principalmente devido as condi¢des naturais
existentes e a diversidade de espécies com potencial para o cultivo.

Dentro do setor agropecuério no Estado do Parana, a piscicultura é considerada
por De Andrade, (2005) uma alternativa importante de producdo para a pequena
propriedade. Segundo a Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural EMATER-PR
(2005), cerca de 22 mil produtores dedicam-se a atividade, produzindo cerca de 18 mil
tanol. Esses numeros colocaram a piscicultura paranaense entre os trés maiores
produtores nacionais em 2001(MARTINS et al., 2001). Em 2015 o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), apresentou dados da producéo nacional de tilapia, com
um aumento de 9,7% em relacdo a 2014. Segundo estes dados, o Parana assumiu a
segunda posi¢do, com 69,3 mil toneladas, um aumento de 20,8% em relacdo a 2014
(IBGE, 2016).

Segundo a FAO (2016) a piscicultura mundial em 2014 atingiu 49,8 milhdes de
toneladas de peixes e, uma das espécies de peixes de &gua doce mais cultivadas no mundo,
é a tilapia (Oreochromis niloticus). De acordo com dados da FAO, (2012), a producédo
desta espécie de peixe em 2011 foi de aproximadamente 3.000.000 de toneladas. Existem
mais de 70 espécies de tilapias identificadas e distribuidas em 4 géneros: Oreochromis,
onde as fémeas realizam a incubacéo oral dos ovos e oferecem protecao a prole, o0 género

Saroterodon onde o macho ou o casal realizam a incubacgéo oral dos ovos e apresentam



19

cuidado parental, o género Tilapia que desova em substrato e ndo apresentam incubacgéo
oral, nem cuidado parental (KUBITZA, 2011), e por ultimo o género Danakilia, somente
encontrada nos lagos salinos do deserto da Etiopia, que apresenta a incubagdo oral dos
ovos e cuidado parental (DUNZ, SCHLIEWEN, 2013).Dentre esses géneros descritos
somente Oreochromis apresenta viabilidade para a aquicultura mundial, em virtude dos
indices de produtividade e adaptacdo a condicbes de cativeiro. As principais espécies
cultivadas sdo: Oreochromis niloticus (tilapia do nilo), Oreochromis mossambicus
(tilapia de Mocambique), Oreochromis aureus (tilpia aurea ou azul) e Oreochromis
urolepishornorum (tilapia Zanzibar). A tilapia do nilo é conhecida em virtude do
crescimento rapido, o que promoveu a difusdo do cultivo para varios paises do mundo
(VIDAL et al., 2015).

A tilapia é originaria do continente africano sendo cultivada no mundo todo
devido as suas caracteristicas zootécnicas, pois apresenta rapido crescimento, grande
rusticidade, facil manejo, alto indice de rendimento de carcaga e carne de 6tima qualidade
(CONTE, 2002; JU, CHEN, LIAO et al., 2014; LI et al., 2013). Sao peixes tolerantes a
altas densidades de estocagem sendo cultivados em regime intensivo, tanto em viveiros

escavados como tanques rede ou gaiolas (KUBITZA, 2011).

Na natureza, as tilapias apresentam habito alimentar micréfago filtrador, porém
no cultivo intensivo é tratada como onivora, com disponibilidade diferentes formulacbes
de ragdo no mercado, de acordo com cada fase do seu desenvolvimento, proporcionando

um melhor crescimento e rendimento de carcaga (Kubitza, 2011).

A Tilapia é um peixe tropical, apresentando sua faixa ideal de temperatura para
desenvolvimento entre 27 e 31 °C. Assim, temperaturas acima de 32 °C e abaixo de 27°C
reduzem o apetite e o crescimento alterando a taxa metabdlica, e abaixo de 18 °C o sistema
imunoldgico é suprimido (MACHADO et al., 2010).Além disso, j& estdo bem
padronizadas as condi¢des ideais sobre as variaveis de qualidade de 4gua para a Tilapia,
sendo temperatura entre 27 e 31 °C, o nivel de oxigénio dissolvido (OD) acima de 2~3
mg.L?, pH entre 6,0 e 7,0 e niveis de amdnia ndo-ionizada inferiores a 0,08 mg.L*
(ZIMMERMANN, FITZSIMMONS, 2004). Estas caracteristicas fazem com que esta
espécie seja considerada boa para o cultivo na regido central do Parana, no periodo de
verdo. Pois durante o inverno as tilapias tém seu crescimento interrompido, por nao se
alimentarem devido a temperatura da &gua abaixo de 20 °C (ZIMMERMANN,
FITZSIMMONS, 2004).
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O cultivo da tilapia pode ser realizado de diversas maneiras e entre as diferentes
formas de cultivo destaca-se o sistema intensivo. O sistema intensivo de cultivo é
caracterizado por fatores de producéo controlados pelo homem como elevada densidade
populacional de peixes por volume d'agua, alimentacdo artificial exclusivamente a base
de racdes balanceadas, necessidade de alto fluxo de &gua ou uma recirculacédo forcada por
causa da alta densidade populacional. Este sistema apresenta custo elevado de
implantagdo e manutencdo, demandando méo-de-obra especializada e altos niveis de
mecanizacao e tecnologia (MOREIRA et al., 2001). Durante o cultivo esses animais sdo
mantidos em alta densidade de estocagem, somado ao manejo inerente aos sistemas
intensivos de producdo (manipulagéo, reproducéo artificial, transporte, biometrias), que
causam supressdo do sistema imunoldgico, tornando o organismo cultivado mais
propenso e susceptivel a patdgenos, devido ao estresse causado pelo sistema de cultivo
(PAVANELLLI, 2008).

No sistema intensivo de cultivo as praticas de manejo mais estressantes sdo a
biometria e o transporte dos animais, onde o0 manuseio excessivo dos peixes leva a perda
de muco e danos na superficie corporal, deixando o animal susceptivel a invasdo
bacteriana (HARVEY, HOAR, 1979). Outro fator que interfere no nivel de estresse é a
variacdo das condi¢Bes ambientais, como a temperatura, 0 excesso de matéria organica
na agua, oxigénio dissolvido abaixo das concentracdes adequadas e alta densidade
populacional, tornando os animais mais suscetiveis a enfermidades, em especial aquelas
causadas por bactérias oportunistas (WOO, BRUNO, 1998).

3.2. Sistema imune e metabdlico dos peixes

A resposta imune dos peixes € bastante semelhante a dos vertebrados superiores.
A resposta imune pode ser dividida em dois tipos: resposta inata ou ndo especifica, que
consiste em impedir que os agentes patogénicos tenham acesso ao organismo hospedeiro,
ou seja, eficacia em prevenir a infeccdo inicial e/ou combater o agente patogénico apos a
infeccdo iniciada. Para isso podem liberar substancias que eliminem o patégeno como o
muco e a lisozima denominadas de barreiras quimicas, ou agir bloqueando a entrada dos
patdgenos, através de barreiras fisicas como as branquias, tegumento e escamas. Outra

parte da barreira quimica séo as enzimas e proteinas do sistema complemento, que atuam
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em parceria com as células de defesa fagociticas inespecificas (TORT et al., 2003;
ABREU, 2007; TIZARD, 2008). Ativando a resposta imune especifica que é
caracterizada pela especificidade e memdria imunolégica, é induzida por substancias
denominadas imundgenos (BERNSTEIN et al., 1998) (Figura 1).

Figura 1. Esquema representativo da resposta imune do peixe frente ao ataque por patégenos.

Contato
peixe-patégeno

/ Imunidade ndo especifica
Falha \‘ Livre

(doenga e morte) (sem infecgdo e
doenga)

Imunidade especifica
/ Inicio da resposta \
Resposta humoral

Resposta imune mediada por células
(toxinas e patogenos extracelulares) (virus e patégenos intracelulares)

Imunidade adquirida, memaria imunoldgica e protegdo
(Sobrevivéncia)

Fonte: adaptado de Shoemaker, Klesius, Lim, (2001).

As células que atuam no sistema imune sdo principalmente os leucdcitos,
incluindo linfocitos, mondcitos/macréfagos, granulécitos (neutrofilos, eosindfilos e
baséfilos) e células citotoxicas. Macrdfagos e granuldcitos sdo considerados células
fagociticas moveis, encontradas no sangue e nos tecidos linfoides secundarios, sendo
especialmente importantes em situagdes de inflamacéo, onde a resposta celular frente a
invasdo microbiana ou injuria tecidual leva & migracdo de leucocitos para o local
(SECOMBES, 1996).

Durante a resposta imune quando as barreiras fisicas sdo ultrapassadas pelos
patogenos, o processo de fagocitose realizado pelas células de defesa (leucécitos) torna-

se extremamente importante. A fagocitose consiste no englobamento dos patdgenos pelos



22

leucdcitos, tanto no sangue quanto nos tecidos, e digestdo dos microrganismos pela acéo
das enzimas hidroliticas presentes nos fagossomos/vactolos digestivos. Dentre as
enzimas presentes, segundo Shoemaker et al., (2001), a lisozima desempenha fungéo
extremamente importante uma vez que catalisa a hidrolise das ligacbes 3(1-4) entre o
acido N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina dos peptideoglicanosnas membranas das

bactérias Gram-positivas e agem sobre a parede externa das bactérias Gram-negativas.

Segundo Sveinbjornsson, Olsen, (1996) e Osserman, Lawlor, (1966) nos peixes a
lisozima esta presente em macréfagos, neutrofilos e células granulosas eosinofilicas na
pele, epiderme e intestino (SVEINBJORNSSON, OLSEN, 1996; OSSERMAN,
LAWLOR, 1966). No salmdo o gene da lisozima € transcrito em varios 0rgdos
principalmente no rim, seguido do baco, figado e intestino. A maior atividade de
transcricdo do gene da lisozima € identificada na parte anterior do rim, sendo este 6rgédo
um dos principais 6rgdos hematopoiéticos nos peixes, responsavel pela formacao,
desenvolvimento e maturacdo das células do sangue, entre elas os macrofagos
(PAULSEN et al., 2003).

A atividade da lisozima, assim como de outros componentes do sistema imune de
peixes, também sofre influéncia de fatores externos como estacdo do ano, sexo e estagio
de maturacdo sexual (FLETCHER, et al., 1976). Porém, deve-se destacar que a
temperatura da agua e a condicdo de estresse, seja ela por manejo ou poluicéo,
influenciam de maneira significativa, diminuindo a concentragéo de lisozima no plasma
(MOCK, PETERS, 1990).

Aléem da acdo das enzimas lisossomais como a lisozima, a destruicdo dos
antigenos nos vacutolos digestivos durante a fagocitose envolve a explosdo respiratoria
(SILVA, 2017). A explosdo respiratdria consiste no aumento do consumo de oxigénio,
producdo de espécies reativas e ataque ao antigeno terminando com a destruicdo do
mesmo. Nesse momento o Oxido nitrico (NO) é produzido, sendo considerado um dos
principais mediadores citotoxicos de células imunes ativadas e sendo produzido em
guantidades significativas durante o processo de fagocitose e na resposta inflamatéria por
macrofagos e outras células do sistema imune, que expressam a isoforma da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS). O NO como radical livre reage com o anion superoxido
e forma peroxinitrito um potente oxidante que pode destruir os microrganismos invasores,
tornando-se assim um fator importante na resposta imune dos peixes (MARTINS et al.,
2009).
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O NO gerado nestas circunstancias € liberado dos macréfagos e atua sobre as
células ou microrganismos alvo ocasionando danos oxidativos letais (SECOMBES, 1996;
NATHAN; HIBBS, 1991). Em presenca de oxigénio e oxihemoglobina este radical é
rapidamente degradado (meia-vida extremamente curta, de 4 a 6 segundos no plasma)
produzindo nitrito (NO?%) e nitrato (NO*) que sdo utilizados como marcadores para a
determinacéo da producéo de NO e da resposta imune (ASL, GHASEMI, AZ1Z1,2008).

Durante os processos infecciosos, as células ativadas como macrofagos,
neutrdfilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediarios reativos
do oxigénio, e a acdo citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reacdo
com esses intermediarios do oxigénio. Uma agdo toxica cooperativa de NO e anion
superoxido (O2™) resulta na formagdo de peroxinitrito (ONOO™), um poderoso oxidante
de proteinas (DUSSE, VIEIRA, CARVALHO, 2003). O peroxinitrito pode,
posteriormente, protonar-se na presenca de ion hidrogénio (H*), originando um radical
altamente reativo e tdxico, o radical hidroxil (OH"), aumentando efetivamente a acédo
toxica do NO e doO,” (MARLETTA et al., 1998). A célula produtora de NO e sua
vizinhanca ndo estdo a salvo da toxicidade dessa molécula, podendo ser destruidas. O NO
resultante da ativacdo da iINOS possui acdo citotoxica e citostatica, promovendo a
destruicdo de microrganismos, parasitas e células tumorais (DUSSE, VIEIRA,
CARVALHO,2003).

Aleém da atuacdo do oxido nitrico no sistema de defesa imune dos organismos
onde atua como bactericida, parasiticida e viricida (DRAPIER, WEIZESBIN, HIBBS,
1988; LOWENSTEIN et al., 1996), o oxido nitrico também atua como importante
sinalizador de processos biologicos em diversas condicdes fisiologicas como
neurotransmissdo e regulacdo da pressdo arterial, sendo abundante no organismo
(VALKO et al., 2007). Além disso, o0 NO atua como mensageiro celular em menores
concentracdes (IMRAN, 2018; FLORA FILHO, ZILBERSTEIN, 2000).

Durante as respostas de defesa frente a agentes estranhos, alem da resposta imune
ndo especifica, a resposta imune especifica contribui sobremaneira para a defesa dos
organismos. A resposta imune especifica atuando reconhecimento do agente invasor,
culminando na formacdo de anticorpos e memoria imunoldgica. A imunidade especifica
refere-se a protecdo que existe num organismo hospedeiro quando este sofreu prévia
exposicdo a determinados agentes e pode ser mediada por anticorpos (imunidade
humoral) ou por células (imunidade celular) (SECOMBES, 1996).
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Na imunidade celular ocorre o envolvimento das células apresentadoras de
antigeno (CAA) e dos linfécitos T que tém a capacidade para reconhecer alguns antigenos
que se ligam a marcadores de superficie das CAA. A exposicdo e ligacdo de linfécitos T
com o antigeno especifico estimulam sua proliferacdo (TIZARD, 2008). Ja na imunidade
humoral, segundo Secombes, (1996), quando um antigeno entra num organismo e chega
a um 6rgao linfoide, estimula os linfocitos B que possuem na membrana receptores
especificos para esse antigeno. Como resposta, os linfécitos B dividem-se e formam
células que sofrem diferenciacéo, originando plasmacitos (linfocitos B ativados) e células
de memoria. Os plasmdcitos produzem anticorpos especificos para cada antigeno. Os
anticorpos sao posteriormente langados no sangue e vao ao local da infec¢cdo. As células
de memoria ficam inativas, mas prontas a responder rapidamente, caso venha a acontecer

posterior contato com o antigeno.

Segundo Iwama, Nakanishi, (1996), fatores celulares e humorais de ambos os
sistemas, especifico e ndo especifico, promovem nos peixes protecdo externa e interna
contra agentes infecciosos. Apesar da distincao na classificacdo desses dois sistemas de
defesa, deve-se entender que sempre que um agente patogénico ataca o organismo, este
se defende mediante a interagdo da maioria dos elementos que compdem o sistema imune,
onde vérios fatores de cada sistema podem agir separadamente ou em combinagdo
(FERNANDEZ et al., 2002).

Segundo William, Swnson, (2006) no inicio do desenvolvimento embrionario as
células recebem seus nutrientes por difusdo, mas com a multiplica¢do continua das células
isso deixa de ser vidvel e ocorre a formacdo de um sistema de distribuicdo e transporte,
sendo responsavel pelo transporte de nutrientes e dos materiais residuais resultante do
metabolismo celular. Este sistema de distribuicdo é denominado de sistema
cardiovascular, sendo 0 meio de transporte o sangue. O sangue é composto por células
circulantes com variadas funcdes, além de substancias quimicas organicas e inorganicas
comuns a todo o corpo, sendo que essas substancias quimicas ficam suspensas e/ou
dissolvidas em &gua. NOs peixes teledsteos segundo relatos de Tavares-Dias et al. (2009)
e Ranzani-Paiva et al., (2013) o sistema hematologico é composto pelo tecido fluido
(sangue) com funcgdo de distribuir calor, transportar os gases respiratorios, nutrientes,

hormonios e produtos de excrecdo, alem de atuar na defesa do organismo.
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Segundo William, Swnson, (2006) identifica-se trés classes de células sanguineas.
Os eritrocitos possuem funcgéo de transporte O, e CO, na circulacdo, sendo as células
mais numerosas no sangue. Os trombdticos atuam na coagulacdo sanguinea evitando
extravasamento celular durante danos fisicos (RANZANI-PAIVA et al., 2013), sendo
conhecidos em mamiferos como plaquetas (WILLIAM, SWNSON, 2006). Os leucdcitos
ou globulos brancos que desempenham funcdo de células de defesa (RANZANI-PAIVA
et al., 2013), sendo constituidos por linfdcitos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilos e
basofilos (TAVARES-DIAS, MORAES, 2004).

A partir dos valores de referéncia para uma determinada espécie, de nimero de
eritrécitos, leucdcitos e tromboticos é possivel monitorar alteracdes destes valores sob
condicBes controladas (RANZANI-PAIVA, SILVA-SOUZA, 2004). Os animais estio
susceptiveis a mudancas ambientais e/ou do manejo, sendo que essas mudancas refletem
diretamente nos valores dos indices hematolégicos dos animais. O acompanhamento
desses indices hematoldgicos auxilia na compreensdo do processo de adaptacdo dos
animais frente ao ambiente e/ou ao manejo (RANZANI-PAIVA et al., 2005).

O sistema hematoldgico de peixes € composto pelos mesmos 6rgaos que atuam
no sistema imune como o rim, baco e o timo. Na maioria dos tele6steos, a porcao frontal
do rim é responsavel pela hematopoiese (processo de formacdo, desenvolvimento e
maturacdo as células do sangue), enquanto a caudal restringe-se a osmorregulacdo. A
porcdo anterior do rim tem uma grande similaridade com a medula 6ssea, estrutura que
em vertebrados superiores possui tanto a funcdo linfohematopoiética como também de
diferenciacdo de linfocitos B. Dessa forma, no rim anterior (pro-néfrons) sdo produzidos
anticorpos (FANGE, NILSSON, 1985). Ja o baco, concentra a filtracdo de antigenos,
hemocaterese (processo pelo qual as heméacias e demais elementos envelhecidos do
sangue sdo eliminados da circulacdo) e estocagem de eritrdcitos (KLOSTERHOFF, 2012;
ZAPATA, CHIBA, VARAS, 1996). E por ultimo o timo, que em peixes teledsteos
apresenta similaridade estrutural e funcional com o de mamiferos. Nos peixes, 0 timo
permanece intimamente associado com a cdmara branquial no epitélio da faringe
formando sua borda anterior, sendo o 6rgao fundamental para diferenciacdo e maturacéo
da linhagem linféide T, que d& origem aos linfocitos T (ZAPATA, CHIBA, VARAS,
1996).
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Klosterhoff, (2012) ao analisar o desenvolvimento do rim, timo e baco do bijupira
(Rachycentron canadum), identificou que partir dos primeiros estagios larvais ocorre o
répido desenvolvimento dos 6rgdos do sistema imunoldgico e hematoldgico, sendo que
ocorre 0 surgimento do rim anterior no primeiro dia ap6s a eclosao, do bago no quinto dia

apos a eclosao e do timo no sétimo dia apos a eclosao.

Além do funcionamento adequado dos sistemas imune e hematologico, a condicéo
metabolica e nutricional € um fator importante na resisténcia a patdgenos e na resposta
imune dos animais. Considerando o comportamento metabélico, o conjunto de enzimas
relacionadas ao metabolismo de agucares, gorduras e proteinas nos peixes é bastante
distinto e as respostas a mudancas na dieta ou no ambiente podem ser extremamente
variaveis dentre as inimeras espécies de peixes (SEIXAS-FILHO, 2004; NELSON, COX,
2014).

A principal fonte de energia para os peixes teledsteos é o metabolismo proteico,
que possui trés fontes de aminoacidos (aa) sendo elas, a via dietética, a quebra de proteina
corporal e a biossintese de aa ndo essenciais. A analise da distribuicdo dos aa em peixe
gato (Ictaurs punctatus) revelaram que o figado e o rim apresentam maior concentracdo
de aa. A composicdo de aa livres varia de acordo coma composi¢cdo proteica da
alimentacdo (JURS, BASTROP, 1995) e o padrdo da composicdo de aa presentes no
sangue e nos tecidos varia de acordo com o periodo com alimentacdo e jejum (JURS,
BASTROP, 1995).

Apds o transporte 0s aa sdo metabolizados ou usados para sintese de proteinas ou
compostos nitrogenados nos 6rgdos periféricos do peixe. As duas principais reacfes no
metabolismo dos aa sdo a transaminacdo que € uma reacdo caracterizada pela
transferéncia de um grupo amino de um aminoacido para um cetoacido, e a desaminacao
oxidativa que é o processo pelo qual o aminoécido libera o seu grupo amino na forma de
amonia e se transforma em um cetoacido. Estas reacOes sdo catalisadas pelas enzimas
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e glutamato
desidrogenase (CAMPBELL, 2015).

Estas enzimas, em especial a ALT e AST, desempenham papel essencial atuando
na sintese e degradacdo de aminoacidos. Suas atividades enzimaticas também sao
controladas por horménios como insulina, glucagon, cortisol e adrenalina bem como pela

disponibilidade de nutrientes. Essas enzimas apresentam ampla distribuicdo tecidual,
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sendo a ALT encontrada em maiores concentracfes no citosol das células hepaticas, em
concentracdo moderada nos rins e em menores quantidades no coragdo e nos musculos
esqueléticos. Enquanto a AST esta presente no citosol e mitocondrias das células, estando
em concentracdes mais altas no musculo cardiaco, no figado, musculos esqueléticos e em
menor concentragio nos rins e pancreas (DIAZ GONZALES, SILVA, 2006; NELSON,
COX, 2014).

Além de atuarem na regulacdo do metabolismo de aminoacidos AST e ALT séo
marcadores de lesdo ou toxicidade celular (NELSON, COX, 2014). Segundo Gomes,
(2014) em caso de lesdo aguda provocada por lesdo ou toxicidade induzida por um
composto, a atividade da AST é elevada no sangue, podendo ser mais de 10 vezes superior
ao limite normal para O. niloticus, sendo este limite de 15 U/L a 30 U/L para AST e de
28 a 50 U/L para ALT, atingindo um pico nas primeiras 24 horas apds o evento, e
regressando a valores normais até 7 dias ap6s 0 mesmo. As espécies reativas de oxigénio
geradas no processo de estresse oxidativo afetariam a permeabilidade do hepatdcito
através do dano celular, resultando no fluxo das transaminases do figado (ALT e AST)
para o sangue (SRIVASTAVA et al., 2004; ABDEL-TAWWAB et al., 2017). Segundo
Sparling et al., (1998), as enzimas aminotransferases em peixes sé@o usadas como
bioindicadores de exposic¢ao a contaminantes ou drogas hepatotoxicas. O tecido hepéatico
é o local com maior atividade das enzimas AST e ALT uma vez que é o principal érgdo
relacionado ao metabolismo, em especial ao metabolismo de proteinas, e a destoxificacao

de xenobidticos em peixes teledsteos.

Além das proteinas, outra fonte de energia para os peixes € 0 metabolismo de
carboidratos. O metabolismo de carboidratos é regulado por acdo hormonal, sendo a
insulina e o glucagon os dois principais hormdnios regulatérios (NELSON, COX, 2014).
Na presenga de insulina, os tecidos sdo estimulados a utilizar a glicose como fonte de
energia e armazena-la na forma de glicogénio. Na presenca de glucagon o organismo é
direcionado a ativacdo das vias de gliconeogénese e glicogenolise para a quebra das
reservas de glicogénio e a manutencdo das concentracfes de glicose sanguinea
(NELSON, COX, 2014).

Mesmo com dificuldade de acesso a fontes de carboidratos no ambiente aquatico,
0S peixes possuem uma boa reserva de carboidrato armazenado na forma de glicogénio,
principalmente no figado, essa reserva e responsavel por manter os niveis de glicose

sanguinea, sendo acionada em resposta a situacOes de estresse prolongado. Além do
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figado, os peixes também apresentam reserva de glicogénio no musculo, sendo essa
fundamental para suprir demandas imediatas de energia desencadeadas por situagoes
estressantes que requeiram fuga (THOMAS, MOON, FOSTER, 1995).

Em situacGes estressantes hd um aumento na concentracdo de cortisol e adrenalina
plasmaéticos estimulando a gliconeogénese que consiste na sintese de glicose a partir de
lactato, aminoéacidos livres e glicerol (NELSON, COX, 2014).Quando o peixe & exposto
a uma situacdo de estresse, seja quimico, fisico ou bioldgico, ocorre a liberacdo destes
horménios no sangue estimulando os tecidos a liberar maior quantidade de glicose para a
corrente sanguinea em especial o figado (gerando hiperglicemia), preparando o animal
para uma resposta de defesa (TAVARES-DIAS, MARTINS, MORAES, 2001;
URBINATI, CARNEIRO, 2004; BARCELLOS et al., 2001). Logo, as concentracGes de
glicose plasmatica e o contetdo de glicogénio tecidual sdo considerados bons marcadores
do sistema metab6lico bem como do estado de estresse em peixes teledsteos
(BARCELLOS et al., 2001; Mc ELROY et al., 2015).

De maneira geral, todos 0os organismos vivos, em especial 0s peixes, sempre
buscam a homeostase corporal, com os sistemas metabdlico, hematologico e imune
funcionando em harmonia protegendo os peixes de estresses ambientais e injurias
externas e permitindo respostas e crescimento adequados. Porém, quando ocorre o
estresse por fatores ambientais ou de manejo o peixe sai desse estado de homeostase
alterando sua capacidade de defesa, momento esse em que podem se instalar
enfermidades, principalmente as provocadas por bactérias oportunistas (TIZARD, 2008;
DOTTA, 2013).

Além do sistema imune e metabdlico, outra forma de protecdo da homeostase
celular dos peixes € o sistema de defesa antioxidante, que age neutralizando os produtos
do estresse oxidativo. O estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre a formacéo e a
remocao das espécies reativas e radicais livres no organismo, decorrente da diminuicdo
dos antioxidantes enddgenos ou do aumento da geracdo de espécies oxidantes, gerando
um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares (GUTTERIDGE, 1993; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2000).

Define-se como espécie reativa toda molécula altamente reativa, com elétrons

desemparelhados (radical livre) ou ndo, que apresenta elevada instabilidade. As principais
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especies reativas sdo derivadas do metabolismo do oxigénio (EROs) e do nitrogénio
(ERNS) nos organismos (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2000; DAMASCENO et al.,
2002). O elétron livre, que caracteriza o radical livre, pode estar centrado em um &tomo
de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais de transicao.
Na natureza existem duas importantes substancias que podem gerar radicais livres, a
molécula de oxigénio no estado fundamental (O2) e o oOxido nitrico (NO)
(FLORES,2000).

Dentre as espeécies reativas de nitrogénio (ERNSs), a principal delas é o 6xido
nitrico (NO), um radical livre abundante no organismo que atua como importante
molécula de sinalizagdo em varios processos bioldgicos, como neurotransmissao,
relaxamento de musculatura lisa e regulacdo da pressdo arterial e de mecanismos de
defesa (VALKO et al., 2007). Entretanto, em condicGes patologicas, ocorre a reacdo do
(NO) com o radical superdxido (O2™) formando o peroxinitrito (ONOQO"), uma molécula
altamente reativa, que pode reagir com grupamentos de proteinas, lipidios ou &cido
desoxirribonucleico (DNA) (PACHER, BECKMAN, LIAUDET, 2007).

J& as principais fontes enddgenas geradoras de espécies reativas de oxigénio
(EROs) incluem as mitocdndrias e a atividade de algumas enzimas como as envolvidas
na via de producéo de prostaglandinas e tromboxanos, além da enzima NADPH oxidase
da membrana plasmatica de macr6fagos, que produzem uma grande quantidade de EROs
em resposta a patgenos (ROVER JUNIOR, HOEHR, VELLASCO, 2001).0 processo
de formacdo de EROs na mitocondria consiste principalmente da reducdo unieletronica
do oxigénio a agua, na qual a entrada de quatro elétrons na molécula de oxigénio promove
0 aparecimento de moléculas instaveis como o peroxido de hidrogénio, o radical
superoxido (O2™) e o radical hidroxil (OH") intermediarios parcialmente reduzidos do
oxigénio molecular (ROVER JUNIOR, HOEHR, VELLASCO, 2001) como demonstrado

na figura 2.

Figura 2. Reducéo unieletrbnica do oxigénio a agua.
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Fonte: Garcez et al. (2004).
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Os principais (EROs) segundo Ferreira, Matsubara, (1997) incluem: radical
superoxido(O2™) formado apos a primeira redugédo do O2e o radical hidroperoxila (HO2").
O radical superdxido(O2™) ocorre em quase todas as celulas aerdbicas e é produzido
durante a ativacdo maxima de neutrdfilos, mondcitos, macrofagos e eosinéfilos. Apesar
de ser considerado pouco reativo em solugdes aquosas, tem sido observada lesdo
bioldgica secundéria decorrentes da sua producgdo. O radical hidroperoxila (HO.") € a
forma protonada do radical superdxido, constituido por proton hidrogénio. Existem
evidéncias de que o radical hidroperoxila é mais reativo que o superdéxido, por sua maior
facilidade em iniciar a destruicio de membranas bioldgicas (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1990).

O radical hidroxil (OH") pode ser considerado a ERO mais reativa em sistemas
bioldgicos, pois apresenta rapida combinacdo com o0s metais ou outros radicais no proprio
local onde € produzido. A presenga do radical hidroxil acarreta riscos quando sua
producdo se da proxima ao DNA, pois se a este DNA estiver fixado um metal, poder&o
ocorrer modificacOes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativacao ou mutagédo
do DNA. Além disso, o radical hidroxil pode inativar varias proteinas (enzimas e
membrana celular) ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS).
Também pode iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos polinsaturados das membranas
celulares (lipoperoxidacdo) (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1986). Ja operoxido de
hidrogénio H>O», ndo considerado um radical livre pela auséncia de elétrons
desemparelhados na ultima camada, mas sim uma espécie altamente instavel, ¢ um
metabdlito do oxigénio extremamente deletério porque participa da reacdo que produz o
radical hidroxil (OH"). H2O> tem meia-vida longa, é capaz de atravessar camadas
lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ion
ferro(Fe*™ ). Sendo que a sua toxicidade é aumentada quando em presenca de ferro
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997; DUNNILL et al.,2017). Além das espécies reativas
ja citadas, o oxigénio singleto (*O2) que é a forma excitada do oxigénio molecular e nio
possui elétrons desemparelhados em sua Ultima camada, € uma ERO altamente instavel e
tem importancia em certos eventos biolodgicos, como na defesa contra a infeccéo
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997; DUNNILL et al.,2017).



Tabela 1. Principais espécies reativas de oxigénio e seus locais de a¢do.
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Espécies Estrutura Descrigao Ocorréncia Agao
Quimica

Radical 0" Radical mais Aproximadamente em Na maioria das
superoxido importante na todas as células aerdbicas reacGes atua

inducao de como agente

dano celular redutor
Radical HO® Altamente Formado a partir da DNA, proteinas,
hidroxila reativo homolise da agua carboidratos e

lipidios

Radical HO,' Protonado a Através do peroxido de Membrana
hidroperoxil partir do O’ hidrogénio biologica
Peroxido de H.0, N3o é um Reacdo para producdao de Proteinas e
hidrogénio radical livre HO® lipidios
Oxigénio 0, N3do é um Produzidos pelos Mutacdo no
singleto radical. E uma fagdcitos, indugao DNA

molécula de luminosa e reagoes

oxigénio catalisadas pelas

excitada peroxidasses

Fonte: Adaptado de Garcez et al., (2004).

Estas espécies reativas de oxigénio (EROS) para se estabilizarem devem doar ou
receber elétrons de uma ou outra molécula, tornando esta ultima uma espécie também
radicalar e a consequéncia disto é a oxidacao dos fosfolipidios de membranas celulares e
subcelulares, do DNA, e das proteinas (ROVER JUNIOR, HOEHR, VELLASCO, 2001).
Portanto, a toxicidade do oxigénio, em praticamente todas as células aerdbias, decorre da
formacdo de EROs, além da formacdo de ERNs (espécies reativas de nitrogénio), que
podem interagir com diversas biomoléculas, com o objetivo de se estabilizarem lesando
diferentes estruturas celulares (ROVER JUNIOR, HOEHR, VELLASCO, 20001).

Para proteger as células dos danos provocados pelas espécies reativas, 0s
organismos dispdem de um complexo sistema de defesa. As defesas antioxidantes dos
organismos podem ser divididas em dois grupos, enzimaticas e ndo enzimaticas. O
sistema enzimatico envolve as enzimas do ciclo redox da glutationa, a glutationa redutase
(GR), glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa s-transferase(GST) (BARREIROS et
al., 2006). Além destas, a superdxido dismutase, que catalisa a dismutacdo do radical
anion superoxido (O2¢") convertendo-o em oxigénio e peroxido de hidrogénio e a catalase
que atua na dismutacdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e dgua constituem as

principais enzimas antioxidantes dos sistemas biologicos (BABIOR, 1997).
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A protecdo antioxidante ndo enzimatica € feita por moléculas enddgenas e
exOgenas, naturais ou sintéticas, que protegem alvos bioldgicos da oxidagdo por
apresentarem uma das trés propriedades: supressdo da formacdo de radicais livres,
eliminacdo de radicais livres ou ainda desativacdo, formando um produto estavel e

participacdo em processos de reparo (RIBEIRO et al., 2005).

Dentre as moléculas mais conhecidas destacam-se a glutationa, as vitaminas E (o-
tocoferol) e C (acido L-ascorbico). A Glutationa € um tripeptideo (g-L-glutamil-L-
cisteinil-glicina) e existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG), sendo que sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento -SH,
presente na cisteina. Atua direta ou indiretamente em muitos processos biol6gicos
importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecédo celular (MEISTER,
ANDERSON, 1983). A vitamina E é uma molécula lipossoltvel e tende a se concentrar
no interior das membranas, agindo sinergicamente com o ascorbato (MEISTER,
ANDERSON, 1983). E um potente removedor de radicais peroxila (LOO") e
provavelmente, o mais importante inibidor da reacdo em cadeia da lipoperoxidacao
(retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos polinsaturados de membrana)
(RIBEIRO et al., 2005).A vitamina C é considerada o mais potente antioxidante
hidrossolUvel ja que é um potente agente redutor, capaz de reduzir a maioria das
EROs/ERNs como radical superdxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e
oxigénio singleto, além de acdo como scavenger e também regeneradora de vitamina E.
Como é hidrossoltvel possui maior a¢do no citosol das células e no plasma sanguineo
enquanto a vitamina E tem acdo maior em membranas celulares por ser lipossollvel

(RIBEIRO et al., 2005). O sistema oxidante e dano oxidativo foi compilado na figura 3.
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Figura 3. llustracdo do sistema antioxidante e danos oxidativos.

-
Danos oxidativos @

A

Detoxificagdo

Fonte: Adaptado de Garcez et al., (2004).

3.3.Doencas Bacterianas em peixes

As bactérias oportunistas sdo conceituadas como bactérias que estdo presentes no
ambiente aquatico continuamente, no entanto s6 expressdo a viruléncia quando houver
debilidade do sistema imune dos peixes (PAVANELLI, 2008). Segundo Dotta, (2013) a
tilapia em sistema intensivo de cultivo fica exposta ao estresse causado pela variacdo da
qualidade da &gua e préaticas de manejo.

Segundo dados da literatura, causando enfermidades na espécie O. niloticus ja
foram identificados os géneros de bactérias Aeromonas sp., responsavel por graves
infecgBes. Yersinia sp., responsavel pela doenga da boca vermelha; Flavobacterium sp.
responsavel pela doenca branquial bacteriana, Vibrio sp. responsavel pela doenca do
furdnculo também conhecida como peste vermelha; Pasteurella sp. que provoca a
septicemia; Staphylococcus sp. que causa Ulceras no corpo; Micrococcus sp. responsavel
por lesbes no dorso; Edwarsiella sp. que apresenta como sinais clinicos lesées na pele e
desenvolvimento de abscessos, Actinobacter sp. que age principalmente sobre os ovos
destruindo os mesmos mas também é causadora de infeccdo no animal adulto
(PAVANELLLI, 2008). Apesar da identificacdo desses géneros bacterianos em tilapia a

bactéria responsavel pelos principais surtos epizooéticos e causadora de enfermidade na
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piscicultura de &gua doce é Aeromonas hydrophila (PAVANELLI, 2008; IWASHITA et
al., 2015; TELLEZ-BANUELOS, 2009).

O género Aeromonas apresenta ampla distribuicdo geografica em ambientes
aquaticos. Adaptadas ao crescimento em temperaturas que variam de 5 a 37 °C, essas
bactérias sdo bastonetes Gram-negativos, oxidase positivos, anaerobios facultativos e
estdo presentes na superficie e branquias dos peixes (HATHA, VIVEKANANDHAN,
JOICE, 2005; GUZ, KOZINSKA, 2004). Aeromonas caviae, Aeromonas sobria,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas bestiarum e Aeromonas veronii Sdo as principais
causadoras de doencas em peixes que em conjunto, sdo denominadas de "septicemia por
Aeromonas moveis” (PAVANELLI, 2008). As bactérias citadas acima sdo chamadas de
moveis pois apresentam motilidade por flagelos polares e laterais. Os sinais clinicos de
infeccdo podem variar de lesdes de pele, superficiais ou profundas, a quadros tipicos de
septicemia. As lesbes de pele podem se apresentar como areas de hemorragia e necrose
de extensdo variada, que podem progredir para ulceras que acometem geralmente o tecido
muscular. Nos quadros de infeccdo sisttmica sdo observados a exoftalmia, abdémen
distendido e presenca de petéquias hemorragicas nas visceras (AUSTIN, AUSTIN 1987;
PAVANELLI, EIRAS, TAKEMOTO,2002).

Dentre as diversas espécies do género Aeromonas, A. hydrophila é a principal
bactéria oportunista causadora de doengas em peixes de agua doce. Estudos apontam que
a A. hydrophila entra no corpo do peixe através das branquias e tegumento lesionado
(SHAO, XIANG 2004; CHU, ZHUANG, LU, 2008). Além disso, pelo fato de fazer parte
da microfauna intestinal do peixe, esta bactéria pode invadir o tecido intestinal gerando
destruicdo da camada de muco e reduzindo a resisténcia da mucosa intestinal a este
patégeno (NEDOLUHA, WESTHOFF, 1993; SCHROERS et al., 2009).

Outro género importante causador de doencas em diversos hospedeiros, incluindo
mamiferos e peixes é o género Streptococcus sp. que é composto por bactérias Gram-
positivas. Dentre as bactérias desse género S. agalactiae é um patdgeno de destaque,
sendo responsavel por infeccdes no sistema nervoso dos peixes e dos seres humanos
(BERRIDGE et al., 2001). Fiolo et al., (2012) descrevem que os quadros de infec¢des nos
seres humanos séo caracterizados por septicemia, pneumonia e meningite, principalmente

em recém-nascidos e individuos imunocomprometidos.

Figueiredo et al., (2006) atribuiram a bactéria S. agalactiae infec¢es causadas em

peixes de agua doce e salgada, responsavel por intensa mortalidade, gerando
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consequentes impactos econdémicos negativos. Os sinais clinicos da infec¢do por S.
agalactiae sdo natagdo errdtica, letargia, escurecimento, exoftalmia uni ou bilateral,
opacidade da cornea, reas hemorragicas ao redor dos olhos, branquias e outras partes do
corpo, ascite e ulceracdo (YANONG, FLOYD, 2006). Esses surtos sdo comuns na
piscicultura e apresentam mortalidade maior no inicio da infeccdo (SALVADOR et al.,
2005; FIGUEIREDO et al., 2006).

A eficiéncia do tratamento de doencas de origem bacteriana em peixes € bastante
dificil de ser atingida e depende de diversos fatores envolvendo tanto caracteristicas
especificas das bactérias quanto dos animais acometidos e do ambiente de cultivo.
Tradicionalmente, os antimicrobianos séo a classe de medicamentos de escolha para a
realizacdo do tratamento das enfermidades bacterianas em geral. No entanto, seu uso
apresenta alguns problemas como por exemplo, o fato de ndo haver antimicrobianos
especificos para peixes e 0s que sdo utilizados na aquicultura serem 0s mesmos usados
em humanos e outros animais. Além disso, os custos financeiros e a dificuldade em
adaptar as concentracdes de uso e os tempos de tratamento para 0s animais também
representa um sério problema na terapéutica das doencas bacterianas. Em decorréncia
disto, ha um aumento dos riscos de desenvolvimento de resisténcia bacteriana em funcéao
do mau uso dos farmacos bem como o acimulo de residuos na musculatura dos animais
e ainda a contaminacdo pelos préprios antimicrobianos e/ou seus residuos no meio
ambiente (GASTALHO, DA SILVA, RAMOS, 2014).

Casos de resisténcia bacteriana em peixes foram diagnosticadas por Moore et al.,
(2014), no cultivo de Salméo (Salmo salar), onde encontrou os géneros Acinetobacter
sp., Aeromonas sp., Chryseobacterium sp., Erwinia sp., Flavobacterium sp.,
Pseudomonas sp. e Rheinheimera sp., com resisténcia total ou parcial a antimicrobianos.
Ja Ozaktas, Taskin, Gozen (2012) em estudos com peixes de agua doce (Alburnus
alburnos) em ambiente natural (lago), identificaram as bactérias presentes no muco do
tegumento do peixe e testaram quatro antibidticos, ampicilina, canamicina,
estreptomicina e cloranfenicol, sendo que os géneros que apresentaram algum nivel de
resisténcia foram Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp., Brevundimonas sp.,
Gordonia sp., Kocuria sp., Microbacterium sp., Mycobacterium sp., Pseudomonas sp.,

Rhodococcus sp. e Staphylococcus sp.

Para Wright, (2010) a problematica gerada pela resisténcia bacteriana, teria como

principal consequéncia tornar uma doenca bacteriana que se encontrava total ou
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parcialmente controlada em um problema de saude publica. Um agravante desse fato é
que bactérias causadoras de doencas em peixes também acometem seres humanos como
a S. agalactiae e a A. hydrophila. No caso da bactéria S. agalactiae, a infec¢do pode ser
causada por ingestdo de pescado in natura (DESTRO, SERRANO, 1991). Ja o
mecanismo de infec¢do da A. hydrophila nos seres humanos ocorre através do contato de
parte do corpo que apresente lesdo com material de manejo como redes, baldes e/ou
pulsas, que estejam contaminados. Neste caso a lesdo servird como porta de entrada para
a bactéria (KONEMAN, 2001).

3.4. Plantas medicinais e 0 uso na aquicultura

Atualmente apresenta-se uma demanda por novas formas de tratamento das
doencas bacterianas na piscicultura de forma eficaz e segura. Para isso, O
desenvolvimento de formulagdes/principios ativos que sejam proprios para doencas
bacterianas que incidem sobre o cultivo e que representem/possuam menor risco de
contaminacdo ambiental e para o ser humano, além de serem menos onerosos na criagdo
é de extrema importancia. Assim se faz necessario o estudo de novos compostos oriundos
de fontes alternativas, sendo que as plantas representam uma fonte quase inesgotavel para
pesquisa e desenvolvimento (COWAN, 1999; GUIMARAES, MOMESSO, PUPO,
2010).

As fontes vegetais, em especial as plantas, sdo ricas em substancias conhecidas
como metabdlitos secundarios que desempenham diversas fun¢fes nos organismos
vegetais como por exemplo a defesa e protecdo da planta contra agentes agressores,
atracdo de polinizadores, alelopatia dentre outras. Assim, despertam grande interesse ndo
sO pelas atividades bioldgicas exercidas nas plantas em resposta aos estimulos do meio
ambiente, mas também pelo imenso potencial de atividade farmacoldgica que possuem
(SIMOES et al., 2010). Recentemente, a utilizacdo de plantas medicinais e/ou compostos
naturais na aquicultura vem ganhando destaque em fungédo do potencial de uso destas
plantas na prevencdo e/ou tratamento de enfermidades em peixes, em especial aquelas
plantas com potencial antibacteriano (Tabela 2) (AMMER, 2016; FERNANDES, 2014;
MARTIN, et al., 2013).
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Tabela 2. Exemplo de espécies vegetais contendo substancias quimicas com atividade antibacteriana.

Nome popular Nome cientifico Componente antimicrobiano
Alho Allium sativum L. Alicina

Eucalipto Eucalyptus sp. Acidos galico

Erva-mate Ilex paraguariensis Acidos gélico

Goiaba Psidium guajava L. Triterpenos, Flavonoides e Taninos
Pinus Pinus elliottii Fendlicos e Terpendides
Hortela Menthapiperita L. Mentol

Pimenta-da- Pimenta didica Eugenol

Jjamaica

Sélvia Salviaofficinalis Cis-tujona

Noz-moscada Myristicafragrans Isoeugenol.

Oleo de oliva Olea europeia L. Hexanal

Alecrim Rosmarinusofficinalis 1,8-cineol e canfora

Cravo Sysygiumaromaticum Eugenol

Fonte: Adaptado de Cowan, (1999); Bara, Vanetti, (1998); Pozzo et al., (2011).

Diversas plantas sdo descritas na literatura como potencias fontes de compostos
bioativos em funcdo da composicdo quimica bastante complexa e diversas propriedades
bioldgicas, dentre elas o alho (Allium sativum L.) (Figura 4), pertencente a familia
botanica das Liliaceae, considerado como uma das fontes mais ricas de compostos
fendlicos entre os vegetais (MARTINS et al., 2016). Dentre as diversas atividades
bioldgicas relacionadas ao alho destaca-se o efeito contra uma ampla gama de
microrganismos entre eles bactérias, inclusive apresentando acdo antibacteriana em
bactérias que acometem o0s peixes teledsteos cultivados (SAHU et al., 2007; NYA,
DAWOOD AUSTIN, 2010; ALIY, MOHAMED, 2010; TALPUR, IKHWANUDDIN,
2012). Seu efeito como antimicrobiano é atribuido a presenca da alicina e seus derivados
(NYA, DAWOOD, AUSTIN et al., 2010; HUSSEIN, MOUSSA, 2013).

Figura 4.Bulbo de Allium sativum L.

Fonte: do autor
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Além do alho outra planta com potencial antibacteriano € o eucalipto (Eucalyptus
sp.) (Figura 5. A e B) que é nativo da Australia, pertencente a familia Myrtaceae,
caracterizada por ser uma importante fonte de éleos essenciais com uma grande gama de
atividades bioldgicas, tais como antibacteriano, antifingico, analgésico e apresenta ainda
propriedades antiinflamatorias (MULYANINGSIH et al., 2010). As folhas do eucalipto
contém niveis elevados de 6leos essenciais que sdo ricos em compostos fendlicos que
estdo associados com suas atividades bioldgicas, entre eles o &cido galico responsével
pela sua atividade antibacteriana. Segundo Ammer et al., (2016) e Pereira et al., (2013),
0 extrato da folha de eucalipto apresenta efeito antibacteriano in vitro sobre Escherichia

coli e Pseudomonas aeruginosa.

Figura 5. Estrutura reprodutiva do Eucalipto (Eucalyptus sp.), B) Arvore de Eucalyptus sp

Fonte: A) http://br.innatia.com/c-plantas-anti-inflamato-pt/a-propriedades-anti-inflamatorias-do-
eucalipto-8948.html; B) do autor.

Assim como o alho e o eucalipto, a erva-mate (llex paraguariensis) (Figura 6 A,
B e C) também representa uma fonte potencial para estudos de atividade antibacteriana.
A erva-mate pertence a familia Aquifoliaceae, € uma planta subtropical encontrada na
América do Sul, principalmente no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (HECK,
DE MEJIA, 2007). Ha estudos demostrando seu efeito antimicrobiano em bactérias Gam-
positivas e Gram-negativas (COGO et al.,, 2010; DE BIASI, GRAZZIOTIN,
HOFMANN, 2009) devido, principalmente, & presenca de compostos fenoélicos, cujos
principais representantes sdo os acidos galico, siringico, caféico, fertlico, p-cumarico,

clorogénico (PAGLIOSA et al., 2010), além de alcaldides (cafeina e teobromina),
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flavonoides (rutina e luteolina) e saponinas (BARG, 2004). Segundo MARTIN et al.,
(2013) a erva-mate apresentou efeito antibacteriano in vitro sobre as bactérias
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis.

Figura 6.A) Estrutura reprodutiva da llex paraguariensis. B) Arvore nativa da coleta. C) Cultivo comercial

de llex paraguariensis.

O género Pinus (Figura 7 A e B) também contém plantas com grande potencial
antibacteriano. Pertence a familia Pinaceae, ocorre naturalmente no hemisfério norte e foi
implantado nas regides temperadas do hemisfério sul. Pinus elliottii apresenta uma grande
quantidade de compostos fendlicos e terpenoides como flavonoides glicosideos e
estilbenos (FANG, SU, CHENG,1988), além da oleorresina que € uma fonte natural
abundante de diterpenos que desempenham atividades antimicrobianas (STUBBS et al.,
1984; LEE et al., 2001). Segundo Feng, Han, Wang, (2010) a composi¢do quimica do
extrato aquoso da folha de pinus apresentou mais de 10 compostos diferentes, entre eles
0 &cido hexadecanoico, &cido citrico, &cido succinico, &cido mal6nico, acido mélico e

acido oxalico. Avaliando a atividade antibacteriana do extrato aquoso das folhas in vitro
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foi verificado efetividade contra as bactérias Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Proteus vulgaris (FEKIH et al., 2014).

Figura 7.A) Estrutura reprodutiva de Pinus elliottii, B) Arvore dePinus elliottii

B\ f Jif 'Sl R . bl 714/
Fonte: A) https://pt.wikipedia.org/wiki/Pinus_elliottii; B)
http://www.discoverlife.org/mp/20p?see=l_TQBH9684&res=640&flags=glean.

A diversidade de espécies de plantas bem como o grande nimero de compostos
estruturalmente diferentes e suas atividades bioldgicas ja relatadas reforcam a
importancia dos estudos com principios ativos que possam contribuir no tratamento e
prevencdo de doencas na piscicultura. Um exemplo dessas plantas é a goiabeira (Psidium
guajava L.). Esta planta pertence a familia Myrtaceae, € uma planta tropical nativa do
México (GUTIERREZ, MITCHELL, SOLIS, 2008) e se estende por toda a América do
Sul, Asia, Europa e Africa. A goiabeira apresenta nas suas folhas compostos bioativos
entre eles os triterpenos, flavonoides, taninos e carotendides (GUTIERREZ, MITCHELL,
SOLIS, 2008). Juntamente com a presenca das substancias a-terpineol, 1,8-cineol, B-
cariofileno, 6xido de cariofileno, que em estudos demonstram efeito antibacteriano dos
extratos das folhas da goiabeira frente a bactérias Gram-negativas (GHOSH, et al., 2014;
OBINNA, NWODOS, OLAYINKA, 2008). Além de possuir atividade antimicrobiana,
como demostrado in vitro frente a S. aureus por Fernandes et al., (2014) também
apresenta atividades antiinflamatoria, antioxidante (ABDELRAHIM et al., 2002; CHEN,
YEN, 2007; KIM et al.,, 2016; LIMA et al., 2009; METWALLY et al., 2011) e
imunoestimulante observado por Giri et al., (2015), onde a utilizagdo da goiabeira na
alimentacéo do peixe Labeorohita contribuiu para a diminui¢do da mortalidade no desafio
in vivo frente a bactéria A. hydrophila.
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Figura 7.A) Frutos de Psidium guajava L. B) Arvore de Psidium guajava L.

" 4 e\, iy = = P /3‘?..*" —

Fonte: A)http://come-se.blogspot.com.br/2012/02/goiaba-madura-na-beira-da-estrada.html, B) do autor

Na busca por alternativas é importante salientar o aumento do nimero de trabalhos
que relatam o uso de plantas medicinais para melhorar as condi¢des de salde e bem-estar
animal durante o cultivo. Porém sdo poucos os trabalhos que relatam a agédo de plantas
medicinais sobre patdgenos causadores de enfermidades em peixes, e suas formas de

tratamento.

Na piscicultura existem basicamente trés formas de tratamento de doencas: 0s
banhos terapéuticos, a incorporacdo do medicamento no alimento e por Gltimo o
tratamento atraves da utilizacdo de produtos injetaveis (PAVANELLI, 2008). Segundo
Pavanelli, (2008) a incorporacdo do medicamento no alimento, apresenta grandes
vantagens como reducdo no estresse do peixe devido a auséncia dos processos de captura
e transporte, e de ndo ter o seu habitat modificado pela adi¢do/presenca do medicamento.
Normalmente é empregado para combater bactérias sistémicas, e também infeccbes locais
principalmente intestinais. A dificuldade dessa forma de tratamento é a perda de apetite
que € um dos sinais clinicos da maioria das doencas bacterianas, dificultando assim a
assimilacdo do medicamento pelo peixe. Devido a esse fato os tratamentos que utilizam
a incorporagdo do medicamento na racdo sdo feitos de forma preventiva, agindo no
organismo como imunoestimulantes e ndo como terapéuticos (ANDERSON, 1992;
GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010). Com o desenvolvimento dos cultivos
intensivos e consequente aumento da producéo, surge a necessidade de alternativas para
o controle de enfermidades, uma vez que o uso dos modelos de intervencéo terapéutica
atuais na pratica da piscicultura muitas vezes apresenta dificuldades de execucédo
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).
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Associada a crescente demanda por proteina animal devido ao aumento do
consumo per capita de pescado em nivel mundial observa-se uma aceleragao do processo
de intensificacdo do cultivo de pescado. Como consequéncia ocorre 0 aumento na
incidéncia de doencas, principalmente as bacterianas, as que ndo possuem medicamentos
especificos para o uso em piscicultura e os medicamentos convencionalmente utilizados
geram riscos. Assim, se faz necessario a descoberta/comprovacdo de outras fontes de
tratamento, entre elas as plantas e fitoterapicos com atividade antibacteriana, buscando
assim suprir essa demanda do sistema produtivo intensivo da piscicultura, bem como
protecdo ambiental e do consumidor. Principalmente ao se pensar em Agroecologia, na
busca por técnicas mais sustentaveis alternativas e naturais para o tratamento/prevencao

de doencas bacterianas na piscicultura intensiva.
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4. METODOLOGIA

4.1. Plantas utilizadas e coleta do material vegetal

Para o desenvolvimento deste trabalho foram selecionadas plantas com relato de
efeitos ou efeitos/potenciais antibacterianos, conforme apresentado na secéo de revisdo
bibliogréfica.

O extrato de alho (Allium sativum L.) foi adquirido comercialmente da empresa

Active Pharmaceutics (S&o José- SC, Brasil).

Para o pinus (Pinus elliottii), o eucalipto (Eucalyptus sp.) e erva-mate (llex
paraguariensis) foram coletadas folhas frescas no periodo da manha, nas dependéncias
da UFFS - Campus Laranjeiras do Sul, no periodo da primavera, e no mesmo periodo
foram coletadas folhas de goiabeira (Psidium guajava L.), em Unidade de Producdo e
vida Familiar nas proximidades da UFFS - Campus Laranjeiras do Sul. Apds a coleta, as
folhas de pinus, eucalipto, erva-mate e goiabeira foram lavadas em &gua destilada e
higienizadas.

4.2. Preparo dos extratos

O preparo de todos dos extratos foi realizado nos laboratérios de quimica analitica
e quimica organica da Universidade Federal da Fronteira Sul. Para o extrato de pinus
foram maceradas 3g de folhas frescas (aciculas) de pinus e transferidos para Elernmeyer
com 50mL de agua destilada. A mistura foi aquecida a 60°C durante 2 minutos (devido a
volatilidade dos compostos do pinus) e ap6s, quando alcangou a temperatura ambiente a
mistura foi filtrada em papel de filtro (KRISHNASWAMY, ORSAT, 2015). Da solucao

resultante foi obtido o extrato seco pela remocéo do solvente em rota-evaporador.

As folhas para o preparo do extrato de eucalipto foram deixadas secar na estufa a
27°C, até peso constante. Na sequéncia foram moidas em moinho de facas e armazenadas
em garrafas @mbar hermeticamente fechadas e guardadas protegidas da luz. Foi

transferido 50g do p6 das folhas para um Elernmeyer, adicionado 200mL de metanol
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sendo a mistura fervida em banho-maria durante 1h, protegido da luz. Apds esse periodo
o frasco com a mistura foi mantido a temperatura ambiente durante 5 dias com
homogeneizagdo ocasional, protegido da luz. Apds o tempo estipulado, o extrato liquido
foi submetido a centrifugacéo a 5000rpm durante 10min. O sobrenadante foi transferido
para frasco que foi aquecido em banho-maria a 70 °C para a evaporacdo do metanol
(AMMER et al., 2016).

Para o preparo do extrato de goiabeira, as folhas frescas foram secas em estufa, a
45°C, até massa constante e moidas em moinho de faca com peneira de 20-mesh. O p6
foi armazenado em recipiente plastico hermeticamente fechado, protegido de luz e
mantido a temperatura ambiente. Foi realizada extracdo por agitacdo magnéetica, por 60
min., utilizando como solvente etanol 70%, a 50°C, razdo planta solvente de 1:10 (p/v).
A solucéo obtida foi filtrada e o solvente removido em rota-evaporador a 50°C, até obter
0 extrato seco (FERNANDES et al., 2014).

Para o preparo do extrato de erva-mate, as folhas foram secas em estufa a 45°C,
até peso constante e moidas em moinho de faca. 20g do p6 das folhas de erva-mate foi
macerado em 250mL de etanol 70%, e a solucdo foi mantida a temperatura ambiente
durante 3 dias, com homogeneizacao ocasional. A solucéo obtida foi filtrada e o solvente

removido em rota-evaporador a 50°C, até obter o extrato seco (PEREIRA et al., 2012).

Na sequéncia todos os extratos secos das plantas foram redissolvidos, a fim de
obter as diferentes concentracOes de extrato bruto das plantas para realizacdo dos ensaios
in vitro e posteriormente in vivo. Os extratos de pinus e alho foram redissolvidos em agua
destilada, e os extratos de eucalipto, erva-mate e goiabeira foram redissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO), todos na concentragéo inicial de 80 mg.mL™. A metodologia
de preparo de todos os extratos foram organizadas simplificadamente em um fluxograma
(figura 9).



Figura 8. Fluxograma do preparo dos extratos de goiabeira, erva mate, eucalipto, pinus e alho.
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4.3. ENSAIOS IN VITRO

Os ensaios in vitro foram realizados no laboratério de microbiologia da Universidade

Federal da Fronteira Sul- Campus Laranjeiras do Sul-PR.

4.3.1. Determinacdo da concentracao inibitoria minima (MIC)

Microplacas de 96 pocos estéreis foram utilizadas para o ensaio. A cada poc¢o
foram adicionados 100uL de caldo Mueller-Hinton. No primeiro poco de cada linha das
microplacas foi adicionado um volume de 100pL do respectivo extrato de planta na
concentracdo inicial de 80 mg.mL*(FERNANDES et al.,, 2014), obtendo-se a
concentracdo inicial de cada extrato. A partir desses pocos iniciaram-se as diluicdes
seriadas de base 2 nos demais pogos obtendo-se concentracfes decrescentes. Como
controles, em um poco foi adicionado somente o extrato bruto de cada planta, um pogo
somente com a bactéria e um poco com bactéria mais o solvente organico DMSO. Na
sequéncia foram adicionados 5 pL de suspensao bacteriana de A. hydrophila (CPQBA
228-08) ou de S. agalactiae (ATCC 12386). As microplacas foram seladas com filme

selador, agitadas e em seguida, incubadas em estufa, a 28 °C (2 °C) por 24 h.

O valor de MIC foi determinado com metodologia proposta por Mian, (2006) com
0 auxilio de um anteparo luminoso (lampada), como sendo a menor dilui¢do do extrato
de planta capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano visivel a olho nu, em

conformidade com o CLSI- Manual Clinicaland Laboratory Standards Institute, (2005).

4.3.2Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Afim de avaliar a sensibilidade das bactérias A. hydrophila e S. agalactiae frente
aos extratos brutos das plantas erva-mate, goiabeira, pinus, alho e eucalipto, foi realizado

o0 antibiograma partindo-se das concentracdes utilizadas no ensaio de MIC.
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A atividade antimicrobiana foi verificada in vitro, pelo método de difusdo em agar
(BAUER et al., 1966), com modificacOes, onde foi avaliado o efeito antibacteriano dos
extratos de plantas frente as bactérias A. hydrophila (CPQBA 228-08) e S. agalactiae
(ATCC 12386). Para a determinacédo da atividade antibacteriana foi utilizada a técnica
de poco segundo Grove e Randall, (1955), com modifica¢Bes. Os indculos bacterianos
foram preparados a partir de culturas novas (18-24h) produzidas a partir de uma Unica
coldnia crescida em agar nutriente, e ajustadas a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL). Os indculos foram semeados de acordo com metodologia proposta por CLSI,
(2005) em placas de Petri de 90 mm preparadas com Agar Mueller Hinton para a bactéria
A. hydrophila (CPQBA 228-08), enquanto que para a bactéria S. agalactiae (ATCC
12386) foi utilizado Agar Mueller Hinton suplementado com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado. Foram perfurados sete orificios de forma equidistante. Esses orificios foram
preenchidos com 40uL de cloranfenicol (controle positivo), 40uL de DMSO (controle
negativo) e 40 pL de cada um dos cinco extratos (alho, erva-mate, eucalipto, goiabeira e
pinus) em cinco concentragdes (80, 40, 20, 10, 5 mg.mL™). As placas foram incubadas
aerobicamente a 35°C durante 16-18h. Apo6s o tempo especificado, cada placa foi
examinada, e as zonas resultantes de inibicdo (halos de inibicdo) foram mensuradas com

0 auxilio de um paquimetro digital.
Para classificacdo dos halos de inibicéo, foi utilizada a metodologia proposta por

Costa, Racanicci, Santana, (2017) que consideraram halos acima de 10 mm como

sensiveis e abaixo de 10 mm como resistentes.

4.4. ENSAIOS IN VIVO

A primeira parte desse trabalho teve como objetivo estudar o potencial
antibacteriano de diferentes extratos de plantas in vitro. Com base nos resultados destes
ensaios (S. agalactiae resistente a todos os extratos testados e A. hydrophila sensivel ao
extrato de erva-mate) apresentados em detalhe na secdo Resultados e Discussdo foi
realizada a suplementacdo da racdo com diferentes concentracbes de erva mate,

alimentacdo dos juvenis de tilapia e desafio com A. hydrophila.

4.4.1 InstalacOes
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O experimento foi realizado no laboratdrio de Patologia da Universidade Federal
da Fronteira Sul Campus Laranjeiras do Sul-PR. Foram utilizados juvenis da espécie O.
niloticus com aproximadamente 7 cm e peso inicial em torno de 8 g, proveniente de
piscicultura comercial, Akna Alevinos, Toledo-PR. O protocolo deste experimento foi
aprovado na CEUA/UFFS sob o numero 23205.004767/2016-82.

O sistema de recirculacdo de a&gua erado tipo fechado, os aquarios eram
constituidos de caixas plasticas pretas com 50 L de agua, em cada aquario a entrada e
saida de agua era individual e com aeracdo direta. Cada aquario teve um sistema de
recirculacdo de agua constituido por filtro e biofiltro. O filtro consistiu de um filtro para
depurador (Scotch Brite (bidin)). O biofiltro foi constituido de uma garrafa PET
preenchida com pedra brita acoplado ao sistema de aeracdo e posicionado acima do
aquario. O filtro ficou sobreposto ao biofiltro dentro da garrafa PET, e realizada limpeza
diariamente. A circulacdo da &gua foi realizada forcando a agua por pressurizagdo do ar,
com o auxilio de uma mangueira, no interior de um tubo de PVVC acoplado a entrada do

filtro e mergulhado na 4gua do aquario. A saida da gua do filtro foi por gravidade.

Figura 9. A) Foto do sistema de recirculagdo B) esquema do sistema de recirculagdo.

Fonte: do autor.
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Filtro/biofiltro
Aquario

Mangueira de
propulsdo de ar
para a entrada
de 3gua

Os aquarios foram mantidos nas seguintes condi¢Bes experimentais: em ambiente

Fonte: do autor.

climatizado a 26 °C, com agua em temperatura proxima a 24 °C, sendo essa temperatura
a padrdo da regido, oxigénio acima de 5 mg/L, amdnia abaixo de 0,1 mg/L e pH na faixa

de 7,0 valores estes préximos aos propostos para a espécie segundo Kubitza, (2011).

4.4.1.1 Qualidade de agua

Durante todo o experimento foi realizado monitoramento diario das variaveis de
qualidade de agua ja descritos, com auxilio de sonda multipardmetro. O nitrito e nitrato
foram mensurados com auxilio de Kit colorimétrico comercial para produtor. O sistema,
aquarios e biofiltros, recebeu agua doce clorada e posteriormente teve o cloro retirado por
filtro. Os aquarios entraram em funcionamento 20 dias antes do inicio do experimento
para a maturacdo do biofiltro, garantindo assim o nivel de amonia abaixo de 0,1 mg/L

(conforme preconizado).
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4.4.2 Condicdes gerais de aclimatacdo e manutencao dos animais durante os

experimentos

Os animais foram recebidos no Laboratorio de Patologia da Universidade Federal
da Fronteira Sul-Campus Laranjeiras do Sul, e foram submetidos & banho de imersdo em
solucdo salina 3% por 10 minutos com objetivo de profilaxia a agentes patogénicos
(PAVANELLLI et al., 2008). Os animais foram mantidos no sistema de circulagdo por um

periodo de aclimatacdo de sete dias antes do inicio do experimento.

Durante o periodo de aclimatacdo e durante o experimento os animais foram
alimentados 3 vezes ao dia com racdo comercial “Supra Tilapia”, niveis de garantia
minima de proteina bruta 36%. Alimentacdo até a aparente saciedade. A retirada de
residuos foi feita através de sifonamento dos aquarios, diariamente, 30 minutos apos o
fornecimento de alimento. Também foi realizada a adi¢do diaria de 4gua para reposicao
do volume perdido por evaporacgdo e limpeza dos aquarios.

Ao inicio e final do experimento foi realizado biometria total mensurando peso,
comprimento total, comprimento padréo e altura. Estes parametros foram determinados
utilizando uma balanca digital e um ictibmetro. Com base nestes dados, foram calculados
a taxa de crescimento especifico (TCE) (férmula 01), o fator de condicéo (FC) (férmula
02) e a taxa de sobrevivéncia (TS) (férmula 03). Para a determinacdo do ganho de peso
(GP) foi empregada a formula adaptada de Costa, (2014) (férmula 04).

Formula 01

TCE =100 x (In biomassa final - In biomassa inicial)/n° de dias de tratamento
Formula 02

FC= (peso*100) / (comprimento total *3)

Formula 03

TS = (Ndmero Inicial de peixes estocados- Numero Final de peixes estocados) *100
Formula 04

GP (%) = (Somatdria do Peso final — Somatdria do Peso Inicial) / 100.
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4.4.3 Protocolo experimental

4.4.3.1 Suplementacéo na racdo com diferentes concentracdes de erva-mate

Foi realizado o tratamento via oral pela incorporacéo do extrato bruto de erva-mate
na racdo. Para isso, a ragdo comercial foi moida e o extrato foi adicionado na forma de
pé. Na sequéncia, a racdo foi novamente peletizada e seca em estufa a 80 °C. Ap6s o
periodo de aclimatacgdo, iniciou-se a alimentacdo dos animais com ragdo suplementada
com extrato de erva-mate durante 25 dias. Ao final deste periodo, os animais foram
desafiados com injecdo intraperitoneal de A. hydrophila sendo que os mesmos foram
acompanhados por mais 5 dias mantendo a ragdo suplementada com extrato de planta.

Para o ensaio os animais foram divididos em diferentes grupos e submetidos a
suplementacéo dietética: Controle: animais que receberam a racéo sem adicao de extrato
de erva-mate; Controle/BAC: animais que receberam racdo sem adicéo de extrato de erva-
mate e foram desafiados com indculo da bactéria A. hydrophila; Tratamento 1
(concentracdo 0,005%): animais que receberam a racdo com adicao de extrato de erva-
mate na concentracdo 0,005%; Tratamento 1/ BAC (concentragdo 0,005%/BAC): animais
que receberam a racdo com adicdo de extrato de erva-mate na concentragédo 0,005% e
foram desafiados com indculo da bactéria A. hydrophila; Tratamento 2 (concentracdo
0,05%): animais que receberam a racdo com adicdo de extrato de erva-mate na
concentracdo 0,05%; Tratamento 2/ BAC (concentracdo 0,05%/BAC): animais que
receberam a racdo com adicdo de extrato de erva-mate na concentracdo 0,05% e foram
desafiados com indculo da bactéria A. hydrophila; Tratamento 3 (concentracdo 0,5%):
animais que receberam a racdo com adi¢do de extrato de erva-mate na concentracdo 0,5%;
Tratamento 3/ BAC (concentragdo 0,5%/BAC): animais que receberam a racdo com
adicdo de extrato de erva-mate na concentracgdo 0,5% e foram desafiados com inoculo da
bactéria A. hydrophila; Tratamento 4 (concentragdo 5%): animais que receberam a racao
com adicdo de extrato de erva-mate na concentragdo 5%; Tratamento 4/ BAC
(concentracdo 5%/BAC): animais que receberam a racdo com adicao de extrato de erva-
mate na concentragdo 5% e foram desafiados com inoculo da bactéria A. hydrophila,

como representado no fluxograma da Figura 11.
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4.4.3.2 Preparo do indculo e desafio com A. hydrophila

Os peixes foram desafiados com A. hydrophila através de injecéo intraperitoneal
de acordo com a descricdo do protocolo acima. A cepa bacteriana foi preparada no
laboratério de Microbiologia da UFFS - Campus Laranjeiras do Sul. Foi realizada a
incubacdo da bactéria em placa de petri em agar nutriente a 30 °C, por 24 h. Apos, 0
indculo de A. hydrophila foi ajustado & escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC.mL™).
A infeccdo experimental foi realizada com a injecdo de um indculo de 0,1 mL
intraperitonealmente (IP) na concentracdo de 1,5 x 10’ UFC.mL™ de A. hydrophila em
solucdo fisioldgica estéril. No grupo controle foi inoculado 0,1 mL (IP) de solugédo
fisioldgica estéril, adaptado de Dotta, (2013). Como representado no fluxograma da

Figura 11.

Figura 10. Fluxograma do experimento com suplementagdo de erva-mate na racdo para O. niloticus.
Dia 0: Chegada dos animais e aclimatac¢do por 7dias

Dia 7: Alimentagdo llex Paraguariensis por 25 dias
Dia 32: Desafio, inoculagdo com salina estéril 0,85% Dia 32: Desafio, inoculagdo com A. hydrophila

Tratamento 1 Tratamento Tratamento 3 || Tratamento 4 Controle || Tratamento1 | | Tratamento2 || Tratamento3 | | Tratamento 4

Contrale || nosg) (0,5%) (5%) BAC (0,005%) (0,05%) (0,5%) (5%)
(0,05%)

Dia 35: inicio dos sinais clinicos

Dia 37: Coleta das amostras (sangue e tecidos)

Fonte: Do autor.

4.4.4 Coleta de amostras

Ao final dos tratamentos, todos os peixes foram anestesiados com 6leo de cravo
(50 mg/L) como proposto por Pallamin, (2014) e submetidos a puncdes caudais com uso

de seringa contendo anticoagulante heparina, sendo esse processo realizado
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sequencialmente com um peixe por vez, utilizando os animais do mesmo grupo. Apos a
coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por aprofundamento do estado
anestésico com 6leo de cravo conforme as recomendagdes do Comité de Etica no Uso dos
Animais/ UFFS e CONCEA para posterior remocao dos 6rgdos, sendo o figado e o rim
retirados e armazenados em ultra-freezer a -80 °C para posteriores avaliacOes

bioquimicas.

4.4.5 Analises Biogquimicas

O plasma e amostras de figado dos juvenis de Tilapia foram utilizados para as
dosagens bioquimicas de glicose, atividade de aspartatoamino-transferase (AST) e
atividade de alanina-aminotransferase (ALT) utilizando kits comerciais e seguindo as
instrucGes dos fabricantes. As concentracfes de proteina foram determinadas por meio do
método de Bradford, (1976), utilizando albumina bovina como padrdo em um
comprimento de onda de 595 nm. O contetdo de glicogénio hepatico foi determinado

segundo a metodologia proposta por Krisman, (1962).

Para a determinacdo dos niveis dos marcadores de dano oxidativo, assim como da
atividade das enzimas antioxidantes amostras de figado foram homogeneizadas com uma
solucdo contendo PBS, pH 7,2 e centrifugadas a 5000 xg por 10 min. Uma aliquota do
sobrenadante foi usada para a dosagem de proteinas pelo método de Bradford, (1976). As
determinag6es enzimaticas foram realizadas usando-se o sobrenadante da centrifugacéo

dos homogenatos. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.4.5.1 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada segundo o método descrito por Aebi, (1984),
que é baseado na velocidade de degradacao do perdxido de hidrogénio. O meio de reacédo
foi formulado com 10 pg de proteina em perdxido de hidrogénio (10 mM) em tampéo
Tris (50 mM), EDTA (0,25 mM) e pH 8,0 em volume final de 2 mL. A leitura foi realizada
espectrofotometricamente (Thermo Scientific) a 240 nm e os resultados foram expressos

em mmol de peréxido de hidrogénio degradado ~.min™t. mg de proteina.

4.4.5.2Glutationa S-transferase(GST)
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A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente (Thermo
Scientific) de acordo com Habig, Pabst, Jacoby, (1974). A reacdo baseia-se na capacidade
da GST em conjugar GSH no substrato, formando complexo mensuravel em 340 nm,
monitorada durante 3 minutos. A amostra foi adicionada ao meio de reacdo contendo 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) (substrato), GSH 0,1 M e tampao fosfato 0,1 M
pH 7,0 em microplaca de 96 pogos. Os valores foram expressos em mM=. min. mg de

proteina™,

4.4.5.3 Determinacdo do contetido de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de glutationa reduzida foram medidos em homogenato de figado,
preparado em 10 volumes de acido tricloroacético 12%, seguido por centrifugacdo a 5000
xg durante 5 minutos. Todas as analises foram realizadas em duplicata, e mantidas em
gelo durante todo o ensaio. Uma aliquota das amostras foi acrescentada em tampéo
fosfato 0,2 M pH 8,0. Apos, DTNB 2,5 mM (5,5’-Ditiobis (&cido 2-nitrobenzéico) foi
adicionado e a absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 412 nm
(BEUTLER, DURON, KELLY:, 1963). Os resultados foram expressos em graficos como

contetido de GSH umol "2.mL, posteriormente convertidos em mM *.mL .

4.4.5.4 Determinacdo do contetdo de Lipoperoxidacédo - (TBARS)

Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram medidos
no sobrenadante dos homogenatos de figado. Para preparacdo da amostra o meio contendo
aliquota de 0,33 mg/mL de proteina da amostra e acido tricloroacético (TCA) 6,7% em
volume final de 180 pL, foi agitado em vortex, deixado em banho de gelo por 5 minutos
e centrifugado por 5 minutos al2000 rpm a 4 °C. Apos, 40 pL do sobrenadante foi
incubado com meio de reacdo contendo hidroxitoluenobutilado (BHT) 0,007 mg/mL em
etanol 95%, acido tiobarbiturico (TBA) 3,1 mg/mL em NaOH 0,3%, TCA 7,9% em PBS,
em volume total de 315 pL, durante 60 minutos a 60 °C. Posteriormente, o material foi
resfriado e a mensuragdo do cromoforo rosa foi realizada espectrofotometricamente

(Thermo Scientific) a 535 nm. Os valores foram expressos em nmol MDA, mg proteina”
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1 a partir de curva de calibracdo preparada com malondialdeido (MDA) nas mesmas
condic@es de anélise (FEDERICI, SHAW, HANDY, 2007).

4.4.5.5 Determinacdo do contetdo de proteina carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilacédo foi determinado na amostra pelo
método descrito por Levine et al., (1994). Inicialmente foram adicionados 100 pL do
sobrenadante dos homogenatos de figado em 600 uL de DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina)
10 Mm preparado em solucdo de HCI 2 N, seguido de uma incubacéo durante 1 hora a
temperatura ambiente protegido da luz, com agitacdo continua. Apos, foi adicionado 600
uL de acido tricloroacético (TCA) 28 % com agitacdo seguido de banho de gelo durante
10 min, e centrifugacdo (5 min a 10.000 xg) e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi
lavado por trés vezes consecutivas (centrifugagao por 5 min a 10.000 xg), com 800 pL de
etanol-acetato de etila (1:1 v/v). Finalmente, o pellet foi ressuspendido com 900 pL de
hidrocloreto de guanidina 6,0 M, centrifugado a 9000 xg a 4 °C por 3 min e 0
sobrenadante transferido para microplaca de 96 pocos para leitura a 360 nm. A

concentracéo de proteina carbonilada foi expressa em nmol “*.mg proteina.

4.4 5.6Atividade da lisozima

A atividade da lisozima sérica foi mensurada por espectrofotometria de acordo
com a metodologia de Ellis, (1990), com modificagdes (ABD-EL-RHMAN et al., 2009).
Uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (Sigma) (75 mg/mL) em tampao fosfato
0,1 M com NaCl 0,09% (pH 5,8) foi utilizada como substrato. Para a curva padrao foi
utilizado lisozima liofilizada (Lmg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma) em tampé&o
fosfato 0,1 M com NaCl 0,09% (pH 5,8). Para cada ensaio foi preparada uma nova curva
padrdo. Para a realizacdo do ensaio, 25 uL das solugdes padrdo bem como das amostras
de plasma inativado de O. niloticus (banho-maria a 56 °C por 30 minutos) foram pipetadas
em duplicata em microplaca de 96 pocos e rapidamente acrescidas de 175 uL da
suspensdo de M. lysodeikticus 0,075% (75 mg/mL em tampéo fosfato 0,1 M com NaCl
0,09 %, pH 5,8). Ap0s agitacdo, a reducdo na densidade 6ptica (ADO) foi acompanhada
em espectrofotdmetro a 492 nm com medidas a cada 30 segundos por 20 min. O calculo
da atividade foi feito pelo delta da absorbancia e os resultados foram expressos em pg*

mL de lisozima™.
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4.4.5.7 Determinacio das concentracdes de nitrito/nitrato (NO?/NO%)

A presenca de NO foi estimada por meio da formacao de seus metabolitos: nitrato
(NO*) e nitrito (NO2™ ), utilizando-se a reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). O
homogenato de rim (50 uL) foram incubadas com o0 mesmo volume da solucdo de Griess:
sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosférico (5%) (v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%)
(p/v) em microplaca durante 20 minutos, a 37 °C (MIRANDA, ESPEY, WINK, 2001). A
reacdo de NO2~ com esse reagente produz uma coloragdo rdsea, que foi quantificada por
meio da leitura das densidades Opticas em leitora de microplacas em 540 nm. As
concentracgdes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padrdo realizada com uma
solucdo de nitrito de sédio (NaNO,) em PBS (pH 7,2) (0-150 uM) ¢ expressos em uM.

4.4.6Analises Hematologicas

O sangue coletado com anticoagulante foi separado em aliquotas, uma para a
andlise da contagem de eritrécitos em camara de Neubauer, outra para a dosagem de
hemoglobina, além da aliquota armazenada em capilares de microhematdcrito para
determinacdo do percentual de hematocrito (GOLDENFARB et al., 1971). A

metodologia in vivo estd compilada no fluxograma da Figura 12.
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Figura 11. Fluxograma geral da metodologia in vivo.

Coleta das amostras (sangue e tecidos)

Sangue Tecido
Sangue Figado Rim
total Plasma
Contagem de Bioquimicas | (?alﬁqulimf:a) !mu.ne
eritrécitos, (AST, ALT, (Liz;:irrfa] icogenio . (L.lsozn.'na,
hematdcrito, GLICOSE) Nitrito/Nitrato)
hemoglobina,
indices
hematimétricos
Sistema
Antioxidante
{ GSH, GST,
CAT, LPO, PC)

Fonte: Do autor.

4.4.7 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + Desvio Padrdo. As comparacdes
estatisticas foram realizadas por analise de variancia de uma para 0s parametros
zootécnicos e de qualidade de agua, e de duas vias para as analises fisioldgicas através do
programa R verséo 3.4.3. A normalidade dos dados foi verificada pelo Teste de Shapiro-
Wilk, a homocedasticidade foi verificada através do Teste de Bartlett e a comparacao das
médias foi feita através do Teste LSD (R, CORE, TEAM, (2018). As diferencas

encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimentos in vitro

5.1.1. MIC

A primeira etapa do trabalho teve como objetivo estudar o potencial antibacteriano
de extratos de erva mate, goiabeira, pinus, alho e eucalipto frente a bactérias causadoras
de doencas em peixes. A figura 13 apresenta 0 experimento de MIC onde pode ser
observado que somente os extratos de erva-mate (MIC em 20 mg.mL™) e goiabeira (MIC
em 40 mg.mL) apresentaram efeito inibitorio frente & bactéria A. hydrophila (CPQBA
228-08). Para a bactéria S. agalactiae (ATCC 12386) nenhum dos extratos apresentou

efeito inibitério de crescimento.

Figura 12. MIC para A. hydrophila (CPQBA 228-08). Microplaca com os extratos de (A) erva-mate, (B)
goiabeira, (C) pinus, (D) alho, (E) eucalipto em diferentes concentragdes (mg/mL) apds 24 horas de
incubacdo com a bactéria A. hydrophila (CPQBA 228-08).

Fonte: A autora
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5.1.2. Antibiograma

No antibiograma foi utilizado o antibidtico cloranfenicol na concentracdo de 3
mg.mL1como controle positivo em cada placa com as diferentes concentragdes dos
extratos de cada uma das plantas estudadas. As duas bactérias A. hydrophila e S.
agalactiae se mostraram sensiveis ao antibidtico cloranfenicol. Mas, como pode ser
observado na figura 13 apenas a goiabeira (P. guajavalL.) e a erva-mate (I.
paraguariensis) apresentaram halos de inibigdo de crescimento (em mm) para a A.
hydrophila. Considerando a classificagdo de De Biasi, Grazziotin, Hofmann, (2009),

apenas a erva-mate apresentou halos de inibicdo considerados sensiveis.

Tabela 3. Antibiograma com halos de inibicdo (em mm) para 0s extratos de erva-mate,
goiabeira, pinus, alho, eucalipto em diferentes concentracdes ap6s incubacdo com a
bactéria A. hydrophila (CPQBA 228-08).

Controles Concentracdo dos extratos (mg/mL)
Cloranfenicol DMSO 80 40 20 10 5
3,0 mg/mL
Allium sativum 32,43+ 1,6 SH SH SH SH SH SH
Pinus elliottii 31,80+ 0,3 SH SH SH SH SH SH
Eucalyptussp. 31,41+0,3 SH SH SH SH SH SH
Psidium 27,03+ 4,0 SH 541+1.4 SH SH SH SH
guajava L.
llex 3384+19 SH 11.84+15 86+26 7.6+52 SH SH

paraguariensis
Fonte: Becker, (2016). SH- sem halo; Cloranfernicol (controle positivo) presente em cada placa de extrato

de planta estudado. Halos de inibicdo medidos em milimetros. Os dados séo apresentados como média +

desvio padréo de trés repeticdes.

Podemos observar analisando a tabela 4 que ndo houve efeito antibacteriano de
nenhum dos cinco extratos sobre a bactéria S. agalactiae, demonstrando que essa bactéria

@ resistente aos extratos testados, corroborando o resultado obtido na MIC.
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Tabela 4. Antibiograma com halos de inibicdo (em mm) para 0s extratos de erva-mate,
goiabeira, pinus, alho, eucalipto em diferentes concentracdes ap6s incubacdo com a
bactéria S. agalactiae (ATCC 12386).

Controles Concentracao dos extratos (mg/mL)
Cloranfenicol DMSO 80 40 20 10 5
3,0 mg/mL
Allium sativum 29,96 +17,5 SH SH SH SH SH SH
Pinus elliottii 23,20+ 0,5 SH SH SH SH SH SH
Eucalyptus sp. 24,86 +5,1 SH SH SH SH SH SH

Psidium guajaval. 27,51+28 SH SH SH SH SH SH
llex paraguariensis 33,356+24 SH SH SH SH SH SH

Fonte: Becker, (2016). SH- sem halo; Cloranfenicol (controle positivo) presente em cada placa de extrato
de planta estudado. Halos de inibi¢cdo medidos em milimetros. Os dados sdo apresentados como média +

desvio padréo de trés repeticoes.

No presente trabalho, foi verificado o potencial antibacteriano in vitro de extratos
de duas plantas, a goiabeira (Psidium guajaval.) e a erva-mate (llex paraguariensis)
sobre a bactéria A. hydrophila, uma bactéria Gram-negativa. Dentre as duas plantas o
extrato de |. paraguariensis apresentou maior efeito antibacteriano com MIC de 20
mg.mL" e halo de inibi¢do acima de 10 mm. Esses resultados estdo em consonancia com
outros trabalhos que utilizaram extrato etanolico de |. paraguariensis e obtiveram
resultados de inibicdo frente a bactérias Gram-negativas Escherichia coli, Proteus
mirabilis, duas cepas de Helicobacter pylori (H. pylori 26695 e H. pylori J99)] e Gram-
positivas (Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus) (COGO et al., 2010;
GRAZIANI, MELLO, 2011; BITENCURTI-JUNIOR et al., 2012; COSTA,
RACANICCI, SANTANA, 2017).Ainda, o extrato de erva-mate, nas concentragdes de
100 mg.mL* e 50 mg.mL™, foi efetivo em inibir o crescimento bacteriano in vitro de
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa (bactérias Gram-negativas) e
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (bactérias Gram-positivas) com
halos acima de 10 mm (DE BIASI, GRAZZIOTIN, HOFMAN, 2009). Considerando 0s
resultados observados e os relatos da literatura o extrato etandlico de erva mate pode ser

considerado um potencial agente antibacteriano para uso na piscicultura, tanto no cultivo
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quanto no periodo pds-despesca, uma vez que tem efeitos significativos frente a diversos
agentes patogénicos. Cabe ainda ressaltar que o presente trabalho € o primeiro relato do
uso do extrato de erva-mate contra bactérias patogénicas para peixes como a A.
hydrophila.

No presente estudo o segundo extrato que apresentou efeito antibacteriano frente
a A. hydrophila foi o de P. guajava, apresentado valor de MIC de 40 mg.mL™, e halo de
inibicdlo em torno de 5 mm (ndo considerado sensivel). Na literatura o efeito
antibacteriano do extrato da P. guajava esta mais associado a bactérias Gram-positivas,
como relatado por Nair, Chanda, (2007) onde as fragdes metanolicas, acetona e N, N-
dimetilformamida (DMF) de folhas de P. guajava foram testadas em 91 isolados
bacterianas, sendo que a atividade antibacteriana foi mais pronunciada contra estirpes
bacterianos Gram-positivas. Atividade moderada foi demonstrada contra as bactérias
Gram-negativas estudadas.

Considerando organismos aquéticos, em trabalho realizado com bactérias isoladas
de camardo e resistentes a antibiéticos, o extrato metandlico de goiabeira mostrou-se
efetivo contra S. aureus de forma mais efetiva em Salmonella spp. De forma mais branda
(GONCALVES et al., 2008). Ainda, ja se tém estudos do efeito antibacteriano de P.
guajava como antibacteriano frente a A. hydrophila, em O. niloticus (PACHANAWAN,
PHUMKHACHORN, RATTANACHAIKUNSOPON, 2008), tilapia mocambicana
(Oreochromis mossambicus) (GOBlet al., 2016), e em zebra fish (Daniorerio) (KIM, et
al., 2016). Os dados da literatura e os resultados do presente estudo sugerem que a
goiabeira possui compostos que contém propriedades antibacterianas que podem
efetivamente suprimir o crescimento destes organismos quando extraidos utilizando
metanol ou etanol como solvente. E necessario salientar que as diferentes formas de
extracdo interferem nos constituintes dos extratos, assim como a época de colheita da
planta, interferindo no conteddo de compostos fendlicos, resultando em diferentes efeitos
desse extrato sobre as bactérias (SCHUBERT, 2006; DE BIASI, GRAZZIOTIN,
HOFMANN, 2009). As folhas apresentam taninos, Gleos essenciais e terpendides
(COELHO, et al., 2016).

5.2 Ensaio in vivo
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5.2.1. Parametros de qualidade de agua e zootécnicos

Apols o0 ensaio in vitro, verificou-se que a bactéria S. agalactiae se mostrou
resistente aos todos os extratos de plantas testados. E a goiabeira ndo apresentou halo de
inibicdo sensivel a bactéria A. hydrophila, portanto optou-se por realizar o ensaio in vivo
com a erva-mate, que apresentou halo de inibicdo sobre a bactéria A. hydrophila.

Testando seu potencial antibacteriano na suplementacao na racédo para tilapia.

A tilapia é um peixe tropical com sua faixa ideal de temperatura entre 27 e 31 °C
(MACHADO et al., 2010). O nivel de oxigénio dissolvido (OD) deve estar acima de 2~3
mg.L?, o pH entre 6,0 e 7,0, niveis de amonia ndo-ionizada inferiores a 0,08 mg.L e 0
nivel de nitrito abaixo de 1,00 mg.L (ZIMMERMANN, FITZSIMMONS, 2004). Essa
faixa de conforto foi mantida durante o experimento, demonstrando que o extrato de erva-
mate ndo influenciou nos parametros fisico-quimicos da &gua do cultivo, os dados de

qualidade de 4gua foram verificados estatisticamente pela ANOVA de uma via.
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Tabela 5 Parametros da qualidade da 4gua do experimento, apos suplementacdo de racdo cm diferentes concentracdes de erva-mate, em juvenis

de tilapia desafiados ou ndo com a Aeromonas hydrophila.

Parametros Fisico Quimicos
Variaveis T oD NH3 NH4* S pH A D
Nao desafiado
C 23,70+1,056 5,15+ 0,70 0,04 0,05 0,84+056 0,11+0,03 7,23+ 0,42 34,00+5,48 54,00+£11,40
T1 23,37 +1,21 4,85 +0,65 0,07+ 0,10 0,74+061 0,06+0,08 7,16+ 0,44 30,00+7,07 62,00 + 27,75
T2 23,36 +0,88 4,63 +0,33 0,02+ 0,04 062+068 014+004 7,16+ 0,40 30,00£8,16 66,00 £ 21,91
T3 23,16 +1,03 5,61 +0,56 0,09+0,10 049+052 0,13+0,03 745+ 0,29 24,00+894 62,00+16,43
T4 23,16 +1,30 5,60 +0,73 0,04+ 005 066+065 014+005 746t 0,41 28,008,37 64,00 + 19,49
Desafiado com A. hydrophila

CBAC 24,09+092 521+ 0,78 0,04+005 051+044 0,10+ 003 7,23+0,42 28,00+8,37  54,00+11,40
T1BAC 24,04+122 558+061 004+005 037+043 0,12+ 0,06 754+ 0,48 28,00+ 8,37 68,00 + 30,33
T2BAC 2435+099 503+0,77 004+005 054+048 0,14+ 007 7,35+0,48 26,00+548 56,00+ 1517
T3BAC 24,17+0,83 522+088 007+005 09+0,72 0,11+ 0,03 7,33+0,58 32,00+4,47 50,00+ 14,14
T4BAC 24,19 +0,86 5,26 +0,69 0,02+ 0,04 0,64+ 053 0,11+ 0,03 7,11+ 051 34,00+5,48 60,00 £+ 15,81

Fisico - Temperatura -T (°C); Quimicos - OD (mg.L); NH3 (mg.L%); NH4+ (mg.L-1); Salinidade —S (%), pH, Alcalinidade — (A) (mg.L™? CaCO3), Dureza-(D) (mg.L™*
CaCO03). OD — Oxigénio dissolvido; NH; — Aménia néo ionizada; NH4*- fon amdnio. Controle C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2

(Tratamento 2, com 0,05% extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3,0, com 0,5 % extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 % extrato de erva-mate).
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Buscando analisar o efeito da suplementacédo de racdo com extrato etanolico de
erva-mate sobre o crescimento dos animais, foram mensurados 0s pardmetros
zootécnicos, e analisados estatisticamente com ANOVA de uma via. Como pode ser
observado na tabela 6, a suplementacdo da racdo com extrato de erva-mate ndo

influenciou os parametros zootécnicos dos animais.

Por outro lado, foram observadas alteracfes quanto a sobrevivéncia dos peixes.
Os grupos controle (desafiado e ndo desafiado) apresentaram 100% de sobrevivéncia. Ja
nos grupos tratados com erva-mate (desafiado e ndo desafiado) foram observadas
mortalidades. Nos grupos nédo desafiados a sobrevivéncia foi de 90% (T1, T2 e T3) e
100% (T4) enquanto nos grupos desafiados foi observado 100% (T1 e T4), 90% (T2) e

80% (T3) de sobrevivéncia.
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Tabela 6.Parametros zootécnicos de O. niloticus desafiado com A. hydrophila tratadas com suplementagdo da racdo em diferentes concentraces
de erva-mate.

N&ao desafiado

Desafiado com A. hydrophila.

C T1 T2 T3 T4 CBAC T1BAC T2 BAC T3 BAC T4 BAC
TS 100 90 90 90 100 100 100 90 80 100
GP 2,13 2,11 1,62 1,58 1,04 1,87 1,69 0,11 0,36 1,23
FC 634,70 663,87 626,19 587,71 563,60 593,74 671,67 541,54 509,36 551,57
Pl 1096+247 1131+239 10,71+266 11,29+253 10,08+2,08 10,94+225 10,58+257 9,75%*2,67 10,59 £ 2,57 10,27 £ 1,76
PF 22,04+6,78 23,71+6,83 2156%7,06 1926+7,36 1831+579 1944+442 2423+427 18,08+4,25 16,56 + 4,51 18,27 + 6,83
CPI  8,15+0,61 8,24 +0,79 8,41+0,71 8,45+ 0,79 8,61 + 0,83 8,145+ 0,67 8,31+0,70 8,13 +0,82 8,20+ 0,84 8,19 + 0,60
CPF 8,47+0,98 8,54+ 0,85 8,39+0,85 8,02+1,12 7,71+£1,04 8,16 £ 0,75 8,90 £ 0,46 8,52+ 1,04 13,46 +£21,19 819+1,12
CTl 6,62+0,58 6,78 £ 0,57 9,58+13,06 9,64+1304 6,89+0,56 6,55 + 0,56 6,79+ 0,63 6,50 £ 0,67 6,66 + 0,64 6,54 £ 0,35
CTF 10,42+097 10,72%+0,95 10,33+120 9,84+132 9,74+ 125 9,82+1,29 10,82+0,72 10,01+1,16 9,75+ 1,20 9,94+122
HI 2,57 +0,32 2,42 +0,22 2,53 +0,27 2,51 +0,27 2,49 + 0,26 2,43+0,24 2,52 +0,23 2,52 +0,26 2,53 +0,27 4,51 + 6,55
HF 3,35+ 0,60 3,45+ 0,39 3,45+0,38 3,27+0,53 3,05+0,48 3,35+0,38 3,55+0,33 3,28 +0,36 3,07+£0,43 3,15+ 0,64

Taxa de Sobrevivéncia em % TS; Ganho de Peso em g (GP); Fator de Condigéo (FC); Peso Inicial em g (PI); Peso Final em g (PF), Comprimento Padrdo Inicial em cm (CPI);
Comprimento Padrdo Final em cm (CPF); Comprimento Total Inicial em cm (CPI) Comprimento Total Final em cm (CPF); Altura Inicial em cm (HI); Altura Final em cm
(HF); Controle C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05% extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 %
extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 % extrato de erva-mate). Os valores sdo expressos como média + DP; n=20 para cada tratamento.
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5.2.2.Analises metabdlicas

Como pode ser observado na figura 14 ndo houve diferenca significativa para as
atividades da AST e ALT plasmatica. A atividade das enzimas AST e ALT tem
importancia no metabolismo de amino&cidos nas células, porém o aumento de atividade
destas enzimas no sangue esta diretamente associado a qualquer lesdo (injaria) tissular ou
hepatocelular de qualquer etiologia ou doenca afetando o parénquima hepatico que
liberara uma maior quantidade destas enzimas para a corrente sanguinea (THRALL etal.,
2015). A auséncia de variacdo da atividade destas enzimas no plasma sanguineo dos
grupos experimentais indica que a suplementagdo com extrato de erva-mate ndo causou

dano celular.

Figura 14. (A) Atividade da enzima AST (U.L%), (B) Atividade da enzima ALT (U.L™) no plasma de O.

niloticus suplementada com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate. BAC — grupos experimentais

desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo expressos como média + DP; n=20 para cada tratamento.
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No presente trabalho, os valores obtidos para atividade da AST e ALT s&o mais
altos do que os relatados na literatura. Nos trabalhos desenvolvidos por Abdel-Khaleket
al., (2015), Abdl-Khalek et al., (2017) com O. niloticus os valores basais encontrados
para as atividades da AST variaram entre 16U/L e 30 U/L e para ALT foram de 28 U/L e
50 U/L. Estas diferencas podem estar relacionadas ao tamanho dos animais, idade, sexo
e condicoes fisioldgicas durante os experimentos. Comparativamente, os valores de ALT
(Figura 14B) estdo mais proximos aos encontrados na literatura, o que pode ser
considerado positivo, pois a atividade plasmatica da ALT esta diretamente ligada a dano
hepatico, ndo sendo observado tal fato no presente trabalho nas diferentes concentrages

de extrato de erva-mate, nem relacionado ao desafio com A. hydrophila.

Outra fonte de energia para os peixes além das proteinas é o metabolismo de
carboidratos (JURSS, BASTROP, 1995). O metabolismo de carboidratos varia de acordo
com o estado fisioldgico do animal, onde a glicemia é uma anélise importante, pois seu
aumento (hiperglicemia) estd associado a situacOes estressantes ou doencas
(CAMPBELL, 2015). Durante essas duas situagdes 0s peixes teledsteos mobilizam suas
reservas de glicogénio, para cataboliza-lo em glicose. Além da glicemia, o conteudo de
glicogénio é considerado outra analise importante como marcador de condig&o fisioldgica
dos peixes (CAMPBELL, 2015).
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Na figuralb, sdo apresentados os niveis de glicemia (figura 14A) e de conteudo
de glicogénio no figado (figura 15B) das til&pias suplementadas com erva-mate e
desafiadas ou ndo com A. hydrophila. Houve diferenca significativa da glicemia entre o
grupo controle basal e T1 (0,005% extrato de erva-mate) e foi observado que nos grupos
desafiados T1 e T2 houve um aumento significativo da glicemia quando comparado aos
respectivos grupos ndo desafiados, T1 e T2 (0,05% extrato de erva-mate). Ainda, 0
controle BAC desafiado ndo apresentou diferenca significativa comparado ao demais

grupos suplementados com erva-mate desafiado e ndo desafiado.

Figura 15. (A) Niveis de glicemia(mg.dL ) e (B) contetido de glicogénio (mg de glicogénio.g de tecido
hepatico™) de O. niloticus suplementada com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate. BAC —
grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. * estatisticamente diferente do controle ndo desafiado

p <0,05, # estatisticamente diferente da respectiva concentracdo ndo desafiada (p <0,05).
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O controle basal para glicemia apresentou valor de 76,26 + 13,15 mg.dL™, sendo
este valor proximo ao encontrado para O. niloticus na literatura, que variou de 40 a 60
mg.dL! (ABDEL-KHALEK et al., 2015; BIZARRO et al., 2013; SANTOS et al., 2006).
O presente estudo realizou a eutanasia de todos os animais uma hora apds a ultima
alimentacdo para todos os tratamentos, portanto 0s animais se encontravam no periodo
pos-prandial de glicemia que se estende até 2 horas ap6s alimentacao, sendo essa a causa

dos valores um pouco mais altos, quando comparados aos valores da literatura.

Houve diferenca significativa entre o grupo controle basal e T1 (0,005% extrato
de erva-mate), onde foi observado uma reducéo da glicemia no grupo tratado. Além disso,
foi observado que nos grupos desafiados T1 e T2 houve um aumento significativo da
glicemia quando comparado aos respectivos grupos nao desafiados, T1 e T2, indicando
que a presenca da bactéria provocou uma resposta de estresse nos animais (comprovando
a infeccdo) que néo foi prevenida/combatida pelo extrato de erva-mate. Segundo Castro
et al., (2008), ocorreu um aumento no nivel de glicose e cortisol em tilapias desafiadas

com a bactéria Streptococcus agalactiae em tanques-rede, sendo que a glicemia foi de 55
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+ 10 mg.dL? (controle n3o desafiado) para 90 + 17 mg.dL™* (controle desafiado com a
bactéria). Ocorreu um quadro de hiperglicemia nos grupos T1-BAC e T2-BAC, estando

em consonancia com o trabalho de Castro et al., (2008).

Além da glicemia, também foi avaliado o conteido hepético de glicogénio. O
controle basal apresentou valor de glicogénio hepético 2,74 + 1,93 mg de glicogénio.g de
tecido*proximo a valores observados para o jundia (Rhamdia quelen) 3 a 4 mg.g tecido"
! (De Amorim, 2016). Por outro lado, os valores ficaram bastante distantes dos relatados
para pacu (Piaractus mesopotamicus)1 a 5 g de glicogénio™.100g de tecido™® (OLIVEIRA
etal., 1997) e para O. niloticus 0,00825 g de glicogénio™. 100 g* de tecido™* por Navarro,
(2010) segundo metodologia de CARROLL, LONGLEY, ROE et al., (1956). As
variacdes da concentragdo de glicogénio encontradas na literatura para diferentes espécies
de peixes tém sido relacionadas com o modo de vida do animal, estagio de
desenvolvimento gonadal, estacdo do ano e sexo (OLIVEIRA et al., 1997).

Sabe-se que as condic¢des de cultivo influenciam no equilibrio fisiol6gico dos
animais e qualquer condicdo ou injdria que altere a sua homeostasia pode provocar um
aumento da producdo de espécies reativas que levam ao processo de estresse oxidativo
celular danificando membranas, proteinas e DNA e podendo levar a morte das células
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). A fim de avaliar se o desafio com A. hydrophila
e a suplementacdo com erva-mate na ragdo influenciaram no sistema de defesas
antioxidantes e nos danos oxidativos aos tecidos dos peixes, foram avaliadas as atividades
das enzimas glutationa transferase (GST), catalase (CAT), o conteudo de glutationa

reduzida, a peroxidacéo lipidica e a carbonilacdo de proteinas.

No presente trabalho a concentracao basal de GSH (Figura 16) esta dentro da faixa
proposta pela literatura que varia 7 a 40 mM.mL™, para O. niloticus (ABDEL-KHALEK
et al.,, 2017; ABDEL-KHALEK, 2015; PINER, UNERB, 2013). O aumento na
concentracdo de GSH em T2(0,05% extrato de erva-mate), comparado ao controle é
positivo pois a GSH tem fungdo primordial na neutralizacdo das espécies reativas de

oxigénio, mas esse aumento ndo ocorreu nas demais concentragoes.

Figura 13. Concentracdo de glutationa reduzida total (GSH) em mM.mL™ no figado de O. niloticus
suplementada com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate. BAC — grupos experimentais
desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo expressos como média + DP; n=20 para cada tratamento. *

estatisticamente diferente do controle ndo desafiado p <0,05.
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Segundo Meister, Anderson, Ann, (1983) a glutationa atua direta ou indiretamente
em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de proteinas,
metabolismo e protecdo celular, sendo que a glutationa existe no organismo em duas
formas a reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Durante uma situacéo de estresse oxidativo
€ necessario a rapida neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio, sendo essa tarefa
realizada, entre outras estratégias, pela glutationa na sua forma reduzida, passando para
sua forma oxidada, e com a espécies reativa de oxigénio neutralizada. Logo, quando
ocorre um aumento na concentracao da glutationa reduzida-GSH no sistema antioxidante
este aumento considerado como um fator positivo (HALL, MALIA,1986). Porém, a ndo
manutencdo dos niveis de GSH nos demais tratamentos, na presenca ou auséncia de

infeccdo por A. hydrophila, ndo confirma um efeito modulador da erva-mate.

Considerando a ac¢do da glutationa nas celulas, foi avaliada a atividade da enzima
glutationa S-transferase (GST) (Figura 17). Esta enzima é responsavel pela conjugacéo
da glutationa com outras moléculas no processo de destoxificacdo de xenobioticos
(ROVER JUNIOR, HOEHR, VELLASCO, 2001).
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Figura 14. Atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) em mM-'min " mg proteina~*no figado de
O. niloticus suplementada com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate. BAC — grupos
experimentais desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo expressos como média = DP; n=20 para cada

tratamento.
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Os valores basais de atividade da enzima GST encontrados se mostraram
divergentes/superiores aos valores encontrados na literatura (PINER, NEVIN, 2013;
MALACHY et al.,2018) para O. niloticus. Essa variacdo pode ocorrer pelos diferentes
métodos de quantificacdo da atividade da enzima GST. No presente trabalho como
verificado na figura 16 ndo houve alteracdo da atividade enzimética da GST nos diferentes
grupos de tratamentos, podendo indicar uma falta de efeito modulador do sistema

antioxidante da suplementacdo com erva-mate.

Outra enzima do sistema antioxidante que desempenha papel fundamental é a
catalase (CAT). Como pode ser observado na figura 18 ndo foram encontradas variagdes
na sua atividade. Esta enzima é responsavel pela neutralizacdo do peroxido de hidrogénio
(H202) convertendo-0 em oxigénio e agua. O perdxido de hidrogénio (H202) €
considerado uma espécie reativa potencialmente danosa, pois pode gerar o radical
hidroxil, a espécie reativava de oxigénio mais danoso aos sistemas bioldgicos (PINER,
NEVIN, 2013).
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Figura 15. Atividade da enzima Catalase (CAT) em mmol.mint.mg de proteina™ no figado de O. niloticus
suplementada com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate. BAC — grupos experimentais

desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo expressos como média £ DP; n=20 para cada tratamento.
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A atividade basal da catalase observada nessa pesquisa de 0,09 + 0,05 mmol.min
1 mg de proteina, estando esse valor proximo a faixa encontrada na literatura para O.
niloticus (0,032 a 0,06 mmol min? mg de proteina®) (ABDEL-KALEK et al., 2015;
ABDEL-KALEK et al., 2017; ABDEL-TAWWAB et al., 2018; GOBI et al., 2016;
GHAFARI etal., 2017; MALACHY etal., 2018). Segundo Gobi et al., (2016), 0 aumento
na atividade da catalase é proporcional ao aumento do tempo de suplementagdo, como
observado em estudo com suplementacdo de extrato etandlico de goiabeira (Psidium
guajava L.) em Oreochromis mossambicus. Diante deste dado, é possivel sugerir que se
realize um estudo da suplementacdo com erva-mate em tilapias por um maior periodo de
tempo, pois no periodo estudado, no presente trabalho, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as diferentes concentracdes de suplementagdo com a
erva-mate e nem entre os grupos desafiados e ndo desafiados em relacéo a atividade da

catalase no figado.
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O estresse oxidativo pode danificar o DNA da célula, a bicamada lipidica que
constitui as membranas celulares e as mais diversas proteinas presentes na célula. Para
mensuracao do dano oxidativo ocorrido nas células utiliza-se a mensuracéo dos produtos
resultantes do processo de oxidacdo (PINER, NEVIN, 2013). Mensurado o dano
oxidativo através da medida da Lipoperoxidacdo (LPO) e dos niveis de proteina
carbonilada (PC) (Figura 19).

Figura 16. (A) Determinacdo da Lipoperoxidagdo - LPO em mmol de TBARS™.mg de proteina-‘e (B)
Determinacdo da Proteina Carbonilada - PC em pmol™. mg de proteina'no figado de O.niloticus
suplementada com diferentes concentragdes de extrato de erva-mate. BAC — grupos experimentais

desafiados com A. hydrophila. Os valores s&o expressos como media £ DP; n=20 para cada tratamento.
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Como pode-se observar na figura 19 ndo houve diferenga significativa na
concentracdo de proteina carbonilada e nos niveis de lipoperoxidacdo. Os valores de LPO
estdo dentro da faixa encontrada para O. niloticus que é de 0,5 a 6 mmol TBARS..mg
proteina? (ABDEL-KHALEK et al., 2015; ABDEL-KHALEK et al.,2017; ABDEL-
TAWWAB, et al., 2018). Segundo Ferreira, Matsubara, (1997) a lipoperoxidacao é um
processo no qual ocorre a oxidacdo das cadeias de &cidos graxos polinsaturadas, a
membrana € mais afetada o que acarreta em alteracdes na estrutura e na permeabilidade
das membranas celulares devido a acdo dos radicais livres. Como consequéncia, ocorre a
perda das funcGes exercidas pela membrana plasmatica, como seletividade e transporte
podendo gerar até mesmo extravasamento do contetido de certas organelas (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997). No presente trabalho foi possivel observar que ndao houveram
alteracOes nos niveis de lipoperoxidagdo em nenhum dos grupos experimentais, indicando
que tanto a presenca da bactéria no desafio quanto a suplementacdo com erva-mate ndo

foram capazes de induzir mudangas no estado redox das células.

Para a proteina carbonilada, De Miranda, (2013) encontrou o valor basal de 0,010
nmol proteina carbonilada™.mg proteina * em Curimbata (Prochilodus lineatus). Ja
Martins, (2016) encontrou valores de proteina carbonilada de 5 a 15 nmol proteina

carbonilada * mg proteina™® em carpa (Cyprinus carpio), demonstrando uma ampla faixa
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entre as espécies teledsteas. Como definido por Levine et al., (1990) a formagéo e a
presenca de espécies reativas de oxigénio no interior celular pode provocar a carbonilagéo
de proteinas. Durante esse processo ocorre a modificagdo de cadeias laterais de
aminoacidos formando grupamentos do tipo carbonila (como aldeidos e cetonas). No
presente trabalho foi possivel observar que ndo houve alteracdes nas concentracfes de
proteina carbonilada em nenhum dos grupos experimentais, indicando que tanto a
presenca da bactéria no desafio quanto a suplementacdo com erva-mate ndo foram

capazes de induzir mudancas no estado redox das células.

5.2.3. Sistema imune e hematologico

Além do metabolismo de carboidratos e de proteinas, o sistema imune também
desempenha papel essencial para manutencdo da homeostase celular. A fim de avaliar se
a suplementagdo com erva-mate e/ou o desafio com A. hydrophila influenciaram o
funcionamento da resposta imune nos peixes foram analisados o contedido de nitrito e

nitrato no rim e a atividade da lisozima no rim e no sangue dos peixes.

No presente trabalho foi avaliado o conteddo de nitrito/nitrato que estdo
apresentados na figura 20. Houve aumento das concentracdes de nitrito/nitrato entre 0 T1
(0,005% de extrato de erva-mate) ndo desafiado em relacdo ao grupo controle nao
desafiado. Logo, o aumento da concentracdo de nitrito/nitrato no tratamento néo
desafiado sugere um aumento da sintese de NO e aumento da capacidade de resposta

imune dos animais tratados com erva-mate.

Figura 17. Contetdo de Nitrito/Nitrato em uM no rim de O. niloticus suplementada com diferentes

concentragdes de extrato de erva-mate. BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. Os
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valores sdo expressos como média £ DP; n=20 para cada tratamento. * estatisticamente diferente do

controle ndo desafiado (p <0,05).
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Os valores de contetdo de nitrito/nitrato sdo bastante variaveis dependendo da
espécie de peixe teledsteo considerada (STAFFORD et al., 2002). Segundo Acosta,
(2005) os valores de nitrito apresentado por juvenis de Carassius auratus (goldfish)
variaram de 5 uM (valores basais) a 35 UM (valores de animais vacinados para a bactéria
Photobacterium damselae subsp. piscicida) demonstrando a capacidade de resposta do
sistema imune frente a patdgenos. Para O. niloticus os valores basais encontrados na
literatura sdo bem mais baixos de 0,0075 uM a 0,3 uM (GOBI et al., 2016).

No trabalho de Gobi et al, (2016) ao analisar o nitrito como resposta imunologica
de Oreochromis mossambicus suplementada com extrato etandlico de Psidium guajava
L., desafiada com Aeromonas hydrophila encontrou um aumento da concentragdo de
nitrito com o passar do tempo. Os pesquisadores realizaram trés coletas com 10, 20 e 30
dias de suplementacéo, e o seu melhor resultado foi de 0,12 uM de nitrato aos 30 dias.
No presente trabalno o aumento estatisticamente significativo na concentracdo de
nitrito/nitrato5,59 + 1,81uM foi obtido no grupo T1 ndo desafiado ap6s 25 dias de
suplementacdo e cinco dias de desafio com suplementagéo, totalizando 30 dias de

experimento.
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Além do oxido nitrico (medido indiretamente pelo conteudo de nitrito/nitrato),
outro componente importante da resposta imune € a atividade da lisozima, sendo uma das
principais linhas de defesa contra doengas bacterianas. Conforme demonstrado na figura
20 os valores de atividade de lisozima néo apresentaram diferenca significativa (p>0,05)
entre os tratamentos e o grupo controle desafiado e ndo desafiado tanto no rim quanto no
plasma. O estudo de Balfry, lwama, (2004) com salmé&o-prateado (Oncorhynchus
Kisutch), identificou que os leucdcitos sdo os principais produtores de lisozima, e que o
tecido renal apresenta os maiores indices de atividade da enzima lisozima, devido a alta

concentracdo de leucocitos presentes no interior do tecido hematopoiético do rim.

Figura 21. (A) Atividade da Lisozima em pg/mL no plasma; (B)Atividade da enzima Lisozima em pg/mL
no rim de O. niloticus suplementada com diferentes concentracfes de extrato de erva-mate. BAC — grupos
experimentais desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo expressos como média + DP; n=20 para cada

tratamento.
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Segundo Gobi et al., (2016) ocorre um aumento na atividade da lisozima
proporcionalmente ao aumento do tempo de suplementagéo, sendo isso comprovado em
estudo com suplementacdo com extrato etandlico de goiabeira (Psidium guajava L.) em
Oreochromis mossambicus, porém no presente trabalho (figura 21) ndo houve um
aumento na atividade da lisozima tanto no rim como no plasma, indicando que o extrato
de erva-mate nessas concentragdes ndo tem interferéncia na resposta imune em condigoes

basais e desafiadas com A. hydrophila, no periodo de tempo estudado.

Segundo Ranzani-Paiva, (2013) o sangue atua como transportador de substancias
dentro dos organismos, levando aporte de nutrientes até os tecidos periféricos e retirando
0s metabdlitos dos tecidos periféricos encaminhando-os para a filtragem e/ou remocéo.
Ainda é responsavel pelo transporte de oxigénio para as células através dos eritrécitos,
sendo estes as células mais numerosas do sangue, responsaveis também pelo transporte
do CO> para ser eliminado do organismo nas trocas gasosas nas branquias. Além dos
eritrocitos outro constituinte celular sanguineo sdo os trombdticos responsaveis pela
coagulacao impedindo assim o extravasamento do sangue frente a uma lesao, e finalmente
os constituintes do sistema de defesa, os leucocitos responsaveis pela localizagédo e

imobilizacdo/destruicdo dos patdgenos infecciosos.
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Através do sangue € possivel fazer diversas analises que demonstram as condic¢des
fisiologicas, bem como o diagndstico de enfermidades (TAVARES-DIAS et al., 2009).
Um aporte adequado de oxigénio aos tecidos é condigdo essencial para o bom
funcionamento das células e consequentemente do organismo como um todo. A tabela 7
apresenta os dados hematologicos dos grupos experimentais suplementados com erva-

mate e desafiados ou ndo com A. hydrophila.

No presente trabalho os valores basais estdo dentro da faixa proposta para a
espécie Oreochomis niloticus, segundo dados compilados por Tavares-Dias, Morais
(2004), que apresentam para eritrocitos valores de 1,31 a 2,47 x10°.uL™, hemoglobina de
5a10 g.dL™, hematdcrito de 18,5 a 32,5 %, VCM 246 a 118,6 fL, CHCM 20 a 33,8 g.dL"
!, Como pode ser observado ndo houve diferenca estatisticamente significativa no
hematdcrito, na taxa de hemoglobina, nos indices CHCM e VCM entre os grupos de
tratamento. Os valores de eritrocitos apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre os respectivos grupos desafiados e ndo desafiados, sendo que os tratamentos ndo
desafiados apresentaram maior valor de eritrocitos. Ainda, houve diferenca significativa
entre o grupo T4 BAC (5 % extrato de erva-mate) (maior contetdo de eritrocitos) e o
respectivo controle BAC. Segundo Ranzani-Paiva et al., (2013), o quadro de diminuicao
do namero de eritrécitos por causa desconhecida caracteriza anemia, assim no presente
estudo associamos essa diminuicdo no numero de eritrocitos ao desafio com a bactéria A.
hydrophila.

A hemoglobina corpuscular média —-HCM, indica o peso da hemoglobina na
hemécia, determinando a quantidade de hemoglobina presente em cada eritrécito
(RANZANI-PAIVA et al., 2013). No presente trabalho o HCM apresentou aumento em
dois dos grupos desafiados, sendo eles: o controle BAC desafiado frente ao controle ndo
desafiado, e o tratamento 2 (0,05% de extrato de erva mate) desafiado comparado ao
tratamento 2 (0,05% de extrato de erva-mate) ndo desafiado. O aumento observado pode
indicar um efeito adaptativo dos animais desafiados desses dois grupos, pois 0 aumento
do HCM ocorreu nos mesmos grupos que ocorreu a diminuigdo estatisticamente
significativa do nimero de eritrécitos. Segundo Tavares-Dias et al., (2004) os eritrocitos
imaturos sdo denominados de reticuldcitos e a quantidade de hemoglobina € variavel de
acordo com seu estagio de maturacdo, nos teledsteos ocorre um aumento do volume dos
eritrocitos proporcionalmente ao aumento do estagio de maturacdo do mesmo
(TAVARES-DIAS et al., 2004). Logo podemos sugerir que nos animais do controle BAC
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e tratamento 2 desafiados ocorreu um aumento na quantidade de reticulocitos, comparado

ao controle e tratamento 2 ndo desafiado.

Ja o tratamento 5 (5% de extrato de erva-mate) desafiado ocorreu um aumento no
namero de eritrocito comparado ao controle BAC desafiado e uma diminui¢do do HCM,
quando comparado ao controle BAC desafiado. Podendo indicar um efeito menos severo
do desafio bacteriano com A. hydrophila sobre os animais deste grupo, devido a um efeito

protetor da suplementagéo com erva-mate.
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Tabela 7. Pardmetros hematoldgicos do sangue de O. niloticus suplementada com diferentes concentracfes de extrato de erva-mate.

Eritrdcitos Hemoglobina Hematocrito HCM CHCM VCM
Néo desafiados
C 3,27+ 0,22 8,15+0,71 35,88 + 4,91 24,73+ 2,81 22,95 + 4,53 110,25 + 14,26
T1 3,12 £ 0,27 8,49+1,78 32,63 + 6,84 29,05 + 6,76 28,36 + 5,24 99,79+ 17,11
T2 3,03+0,43 9,23+1,60 32,22 + 4,27 29,45 + 5,35 27,09 + 5,56 113,22 + 9,26
T3 2,89+ 0,40 9,14 +£1,62 32,67 + 7,28 32,67 £ 7,22 29,64 + 5,35 107,87 £ 17,89
T4 2,95+0,39 9,76 £ 2,18 32,33+ 9,79 33,54 +7,18 31,31 + 6,64 101,72 + 24,98
Desafiados com A. hydrophila
CBAC 1,97 £ 0,28" 7,08+1,21 29,80+£5,12 37,52 +8,78" 26,94 + 4,34 171,02 £ 6,94
T1BAC 1,95 + 0,44* 8,13 + 0,56 40,00 £ 2,31 36,87 + 4,27 22,82 + 4,40 177,72 +£ 13,33
T2 BAC 2,34 +0,38* 9,39+184 34,80 + 4,09 44,78 + 9,37* 32,99 + 4,35 162,61 + 25,75
T3 BAC 2,28 +£0,48" 7,63+0,76 35,00 8,37 34,49 + 6,89 21,30+ 5,28 125,69 + 44,50
T4 BAC 2,87 + 0,489 7,68 £1,08 30,13+ 7,85 27,68 + 7,379 27,13 +£5,51 106,08 £ 9,17

Eritrécitos (x108/mm?3); Hemoglobina-Hb (g/dL); Hematdcrito (Hm%); Hemoglobina Corpuscular Média-HCM (pg); Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média-
CHCM (g/dL); Volume Corpuscular Médio-VCM (fL). n=20 para cada tratamento. BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. * estatisticamente diferente
do controle ndo desafiado p <0,05. # estatisticamente diferente da respectiva concentracdo ndo desafiada p <0,05. @ estatisticamente diferente do Controle BAC p <0,05.
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6.CONCLUSOES

- S. agalactiae é resistente aos extratos hidroalcdolicos de goiabeira (Psidium guajava
L.), erva-mate (llex paraguariensis), alho (Allium sativum), eucalipto (Eucalyptus sp.) e
pinus (Pinus elliottii), testados in vitro.

- Nos estudos in vitro, A. hydrophila demonstrou ser sensivel ao extrato hidroalcoolico
de I. paraguariensis demostrando o potencial para uso in vivo desse extrato como agente

antibacteriano.

- A suplementacdo da erva-mate na racdo dos peixes e o desafio com A. hydrophila ndo
influenciaram no desenvolvimento dos animais e ndo promoveram alteragbes na

qualidade de &gua do meio de cultivo.

- A suplementacdo da erva-mate na ra¢do dos peixes e o desafio com A. hydrophila néo

influenciaram no sistema imune dos animais.
- A suplementacdo da erva-mate na racao dos peixes ndo apresentou toxicidade hepatica.

- A suplementacdo da erva-mate na racdo dos peixes e o desafio com A. hydrophila

influenciaram no metabolismo de carboidratos, ocorrendo um quadro de hiperglicemia.

- A suplementacdo da erva-mate na ragdo dos peixes e o desafio com A. hydrophila ndo

influenciaram o sistema de defesa antioxidante dos animais.

- No que se refere as variaveis hematologicas, verificou-se anemia nos animais desafiados

com A. hydrophila.

- Os resultados encontrados in vitro indicam potencial antibacteriano do extrato de erva-

mate.

- A partir do exposto torna-se necessario mais estudos com relagdo aos métodos de
extracdo da erva-mate e tempos e doses de suplementagéo aos peixes para se determinar

0 potencial antibacteriano in vivo da erva-mate.
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8. ANEXO |

TABELAS

Tabela 8. Atividade das enzimas AST em U. L, e ALT em U. L *no plasma de O. niloticus
suplementada com diferentes concentra¢fes de extrato de erva-mate

AST ALT
N&o desafiados

C 114,03 + 31,17 91,37 £ 14,28
Tl 103,58 £ 31,71 50,95+ 12,31
T2 97,56 + 29,12 55,28 £ 11,08
T3 126,85 £ 25,91 56,40 + 10,64
T4 94,60 + 29,41 48,96 + 17,47

Desafiados com A. hydrophila
CBAC 96,72 £ 10,17 55,60 + 11,58
Tl 115,39 £ 6,89 55,11 + 18,10
T2 10559 £1255 e
T3 108,38 + 32,47 63,37 £ 13,22
T4 108,88 + 20,48 59,76 + 20,35

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05%
extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 % extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 %
extrato de erva-mate). BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. ---- Grupo sem amostras
para a realizagdo da dosagem. Os valores sdo expressos como média + DP; n=20 para cada tratamento.

Tabela 9. Glicemia em mg. dL* e reserva de Glicogénio em mg de glicogénio. g de tecido hepéatico™ de O.
niloticus suplementada com diferentes concentracfes de extrato de erva-mate.

Glicemia Glicogénio
N&o desafiados
C 76,26 + 13,15 3,12 +1,47
T1 55,74 + 7,18* 2,87 + 0,86
T2 66,88 + 8,70 4,10+1,13
T3 90,88 + 8,08 3,82+2,34
T4 62,08 + 8,25 2,06+1,12
Desafiados com A. hydrophila
CBAC 79,04 +£10,39 4,32 +1,82
T1 86,46 + 13,01 6,43+ 1,50

T2 83,02 + 12,70# 7,13 +2,43
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T3 75,51 +4,51# 4,02 +1,37
T4 73,49 + 16,35 5,26 +1,82

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05%
extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 % extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 %
extrato de erva-mate). BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. Os valores séo expressos
como média + DP; n=20 para cada tratamento. ~ estatisticamente diferente do controle, # estatisticamente
diferente da respectiva concentracdo ndo desafiada.

Tabela 10. Concentracéo de glutationa reduzida total -GSH, em mM. mL™ no figado de O. niloticus
suplementada com diferentes concentra¢fes de extrato de erva-mate.

GSH
Né&o desafiados
CONTROLE 9,75+ 2,60
T1 10,55 + 3,23
T2 11,75+ 6,36
T3 9,44 + 4,06
T4 8,44 + 3,04
Desafiados com A. hydrophila
CONTROLE BAC 6,29 + 0,95
T1 8,92 +1,83
T2 10,90 + 1,78
T3 10,77 + 2,63
T4 8,84 £ 2,34

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05%
extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 % extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 %
extrato de erva-mate). BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. Os valores séo
expressos como média + DP; n=20 para cada tratamento, " estatisticamente diferente do controle.

Tabela 11 Atividades das enzimas Glutationa S-Transferase (GST) em mM=1.min “L.mg proteina?® e
Catalase (CAT) (mmol.mint.mg de proteina*) no figado de O. niloticus suplementada com diferentes
concentragdes de extrato de erva-mate.

GST CAT
Nao desafiados

C 1,79+1,05 0,09 £ 0,05
T1 1,27 £ 0,49 0,07 £0,01
T2 0,86 + 0,42 0,09 + 0,05
T3 1,28 + 1,06 0,09 £0,01
T4 1,63+1,58 0,09 £ 0,01

Desafiados com A. hydrophila
C BAC 0,52+0,12 0,11 £ 0,09
T1 1,40 £ 1,28 0,15+ 0,07
T2 0,74 £ 0,36 0,09 £ 0,03

T3 1,03+0,28 0,06 + 0,01
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T4 1,27 £1,68 0,09+0,01

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05%
extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 % extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 %
extrato de erva-mate). BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo
expressos como média £ DP; n=20 para cada tratamento.

Tabela 12. Proteina Carbonilada -PC (umol. mg de proteina?) e Lipoperoxidagdo -LPO (mmol TBARS"
1 mg proteina?) no figado de O. niloticus suplementada com diferentes concentragfes de extrato de erva-

mate.

PC LPO
N&o desafiados
C 497 1,44 2,37 £0,98
T1 4,35+ 2,94 2,83 10,64
T2 4,48 + 1,55 2,97 £ 0,80
T3 1,94 +£1,19 2,94 +£0,70
T4 2,77 £ 1,46 2,90 £ 0,99
Desafiados com A. hydrophila
CBAC 2,16 + 1,56 2,44 + 0,77
T1 1,17 £ 0,72 2,74 £1,27
T2 2,49 £ 1,50 2,79+1,04
T3 3,22+1,10 2,84 £ 0,64
T4 1,73+1,96 2,56 £ 0,89

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05%
extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 % extrato de Erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 %
extrato de erva-mate). BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo expressos
como média £ DP; n=20 para cada tratamento.

Tabela 13. Concentracdo de Nitrito/Nitrato em pM no rim de O. niloticus suplementada com diferentes
concentragdes de extrato de erva-mate.

Nitrito/Nitrato
Nao desafiados
C 3,50 + 1,47
T1 5,59 +1,81*
T2 3,88 +1,33*
T3 2,85+ 0,56
T4 3,42+ 1,27
Desafiados com A. hydrophila
CBAC  3,010,76
T1 3,97 +1,43
T2 4,33 +1,36
T3 2,87 +0,88
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T4 3,99+191

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05%
extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 % extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 %
extrato de erva-mate). BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. Os valores sdo expressos
como média £ DP; n=20 para cada tratamento. *Estatisticamente diferente do controle.

Tabela 14. Atividade da enzima Lisozima plasmética em pg.mL? e atividade da enzima Lisozima renal
em pg. mL. *de O. niloticus suplementada com diferentes concentracGes de extrato de erva-mate.

Atividade da Lisozima Atividade da Lisozima

Renal Plasmatica
Nao desafiados
C 0,032 £+ 0,007 0,111 + 0,034
T1 0,037 £ 0,001 0,084 + 0,027
T2 0,034 + 0,003 0,090 + 0,029
T3 0,031 + 0,009 0,107 £ 0,001
T4 0,033 £ 0,007 0,089 + 0,024
Desafiados com A. hydrophila
CBAC 0,036 + 0,001 0,119 + 0,021
T1BAC 0,031 + 0,012 0,127 £ 0,035
T2BAC = e 0,130 + 0,019
T3 BAC 0,035 + 0,003 0,142 £ 0,015
T4 BAC 0,036 + 0,003 0,073 £ 0,025

C (testemunha); T1 (Tratamento 1, com 0,005% extrato de erva-mate); T2 (Tratamento 2, com 0,05%
extrato de erva-mate). T3 (Tratamento 3, com 0,5 % extrato de erva-mate); T4 (Tratamento 4, com 5 %
extrato de erva-mate). BAC — grupos experimentais desafiados com A. hydrophila. --- Grupo sem amostras
para a realizagdo da dosagem. Os valores sdo expressos como média + DP; n=20 para cada tratamento.



