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Figura 4. Fotomicrografia de corte histolégico de rim de tilapias, O.
niloticus, desafiadas com  Aeromonas hydrophila e tratadas com
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amarela) B. Glomerulonefrite membranosa com necrose tubular. Isquemia
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branca), reducéo Iumen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do
mesangio (seta amarela), infiltrado inflamatério (I) C. Glomerulonefrite
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Figura 7. Fotomicrografia de corte histolégico de rim de tilapias, O.
niloticus, desafiadas com  Streptococcus agalactiae e tratadas com
10mg/p.v. fosfomicina. A. Tratamento T3, 2 dias, B. Tratamento T4, 2 dias,
C. Tratamento T3, 4 dias, D. Tratamento T4, 4 dias, E. Tratamento T3, 8
dias, F. Tratamento T4, 8 dias, G. Tratamento T3, 12 dias, H. Tratamento
T4, 1Basal. Coloracdo H.E, aumento de 40x. Aderéncia do tufo
glomerular ao folheto parietal (seta negra), isquemia glomerular (estrela).
Tabulo necrético (circulo), ndcleos picnoticos (seta branca), reducéo
limen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do mesangio (seta
amarela) B. Glomerulonefrite membranosa com necrose tubular. Isquemia
glomerular (estrela), tibulos necréticos (circulo), nacleos picnéticos (seta
branca), reducéo limen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do
mesangio (seta amarela), infiltrado inflamatério (I) C. Glomerulonefrite
membranosa com necrose tubular. Isquemia glomerular (estrela), tabulos
necroticos (circulo), nucleos picnoticos (seta branca), reducdo lumen
tubular (seta vermelha), espessamento hialino do mesangio (seta
amarela), infiltrado inflamatorio (1), retracdo glomerular (seta amarela)........

Figura 8. Fotomicrografia de corte histologico de baco de tilapias, O.
niloticus, desafiadas com Streptococcus agalactiae e tratadas com
10mg/p.v. fosfomicina. A. Tratamento T3, 2 dias, B. Tratamento T4, 2 dias,
C. Tratamento T3, 4 dias, D. Tratamento T4, 4 dias, E. Tratamento T3, 8
dias, F. Tratamento T4, 8 dias, G. Tratamento T3, 12 dias, H. Tratamento
T4, 1Basal. Coloracgdo H.E, aumento de 40x. Centro de
melanomacrofagos (seta branca), melanomacrofago livre (seta
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XVii

ESTUDO DE EFICACIA TERAPEUTICA, SEGURANCA CLINICA E
ECOTOXICOLOGICO DA FOSFOMICINA, NO TRATAMENTO DE AEROMONOSE
E STREPTOCOCOSE EM TILAPIAS (Oreochromis niloticus)

RESUMO - O presente estudo teve por objetivos avaliar a eficacia terapéutica
a seguranca clinica e ecotoxicolégica do antimicrobiano fosfomicina para o
tratamento de aeromonose e streptococose em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). Para tal, a seguranca clinica foi avaliada com as doses de 10, 20 e 40 mg
de fosfomicina.kg™?; os estudos de eficacia com a dose terapéutica de 10 mg de
fosfomicina.kg?, foram conduzidos com peixes desafiados com Aeromonas
hydrophila e Streptococcus agalactiae; os ensaios de ecotoxicidade foram feitos
para a determinacdo de CLso em peixes (O. niloticus) e plantas aquéticas (Lemna
minor) e de CEsp para crustaceos (Daphnia magna) e moluscos (Pomacea
canaliculata). Nos estudos foram utilizadas tilapias de 112g * 5,69, acondicionadas
em tanques de 400 L (n=10). Ambos os estudos de eficicia terapéutica com 10
mg.kg? demonstraram a eficacia para A. hydrophila e S. agalactiae, pois nas
analises de reisolamento destes microrganismos ndo ocorreu crescimento dos
mesmos em amostras de figado, rim, baco e cérebro dos peixes tratados quando
comparados aos grupos infectados e nédo tratados nos quais o numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) foi de 7,6 £ 2,4 por placa. Na infecgdo por A.
hydrophila apresentaram microcitose e linfopenia, assim como, trombocitose na fase
inicial da infeccdo seguida de trombocitopenia. LesBes nos tecidos hepaticos e
renais corroboraram as alteracdes da atividade enzimatica sérica de ALT, AST, FA e
nos niveis de creatinina, colesterol e triglicerideos. Na infeccdo por S. agalactiae
apresentaram diminuicdo do numero de eritrécitos e dos valores percentuais de
hematdcrito, caracterizando quadro de hemodlise, associado a linfopenia,
trombocitopenia e neutrofilia na fase inicial da infec¢éo. Verificou-se correlagcédo entre
as lesdes nos tecidos hepaticos e renais aos valores séricos de ALT, AST, FA e nos
niveis de creatinina. Nos ensaios ecotoxicolégicos para peixe (O. niloticus), molusco
(P. canaliculata), microcrustaceo (D. magna) e macrofitas (L. minor e A. caroliniana),
0os resultados demonstraram seguranca ecotoxicoldgica da fosfomicina sendo
considerada praticamente ndo toxica para estes organismos (CL e CE50 > 100,0
mg.L?). A formulacdo Fosfomicin C® atenuou as alteracdes patolégicas em peixes
infectados quando comparado aos néo infectados. Porém essa mesma formulagéo
causou alteracdes no estudo de seguranca clinica. Os estudos demonstram a
viabilidade do uso da fosfomicina na dose 10 mg.kg?! para basal da estreptococose e
aeromonose na tilapicultura, porém existe a necessidade de testar o antibiético puro,
para verificar se as alteracdes observadas foram causadas pelo antibiético ou por
algum outro componente.

Palavras-chaves: Aeromonas sp., Streptococcus sp., antimicrobiano, histopatologia.
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STUDY OF THERAPEUTIC EFFECTIVENESS, CLINICAL AND
ECOTOXICOLOGICAL SAFETY OF PHOSPHYMICINE, IN THE TREATMENT OF
AEROMONOSIS AND STREPTOCOCOSIS IN TILAPIA (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the therapeutic efficacy of
clinical and ecotoxicological safety of antimicrobial fosfomycin for the treatment of
aeromonose and streptococcosis in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). For this,
clinical safety was evaluated with doses of 10, 20 and 40 mg of fosfomycin.kg-1,;
Efficacy studies with the therapeutic dose of 10 mg of fosfomycin.kg-1 were
conducted with fish challenged with Aeromonas hydrophila and Streptococcus
agalactiae; The ecotoxicity assays were performed for the determination of LC50 in
fish (O. niloticus) and aquatic plants (Lemna minor) and EC50 for crustaceans
(Daphnia magna) and molluscs (Pomacea canaliculata). In the studies, tilapia of 112
g £ 5.6 g were used, packed in 400 L tanks (n = 10). Both therapeutic efficacy studies
with 10 mg.kg-1 demonstrated efficacy for A. hydrophila and S. agalactiae, because
in the reisolation analyzes of these microorganisms there was no growth in liver,
kidney, spleen and brain samples of treated fish , While in the infected and untreated
groups, mean growth was greater than ten colony forming units (CFU) per plaque. In
the A. hydrophila infection they presented microcytosis and lymphopenia, as well as
thrombocytosis in the initial phase of infection followed by thrombocytopenia. Liver
and renal tissue damage corroborated the changes in serum enzyme activity of ALT,
AST, FA and creatinine, cholesterol and triglyceride levels. In S. agalactiae infection,
there was a decrease in the number of erythrocytes and percentage values of
hematocrit, characterizing hemolysis, associated with lymphopenia,
thrombocytopenia and neutrophilia in the initial phase of infection. There was a
correlation between hepatic and renal tissue damage in serum ALT, AST, AF, and
creatinine levels. In the ecotoxicological assays for fish (O. niloticus), mollusc (P.
canaliculata), microcrustaceans (D. magna) and macrophytes (L. minor and A.
caroliniana), the results demonstrated ecotoxicological safety of fosfomycin being
considered practically non-toxic for these Organisms (CL and EC 50> 100.0 mg.L-1).
The Fosfomicin C® formulation attenuated pathological changes in infected fish
compared to uninfected fish. However, the same formulation caused changes in the
clinical safety study. The studies demonstrate the feasibility of using fosfomycin at a
dose of 10 mg.kg-1 for streptococcal and aeromonose control in tilapicultura, but
there is a need to test the pure antibiotic to verify if the observed changes were
caused by the antibiotic or some other component.

Keywords: Aeromonas sp., Streptococcus sp., antimicrobial, histopathology.



CAPITULO 1 - Considerag6es Gerais

1. Introducéo

A aquicultura tem cada vez mais adquirido importancia no mercado mundial
(FAO, 2016) e o Brasil possui um imenso potencial para o desenvolvimento desta
atividade (MPA, 2010).

Neste contexto, o cultivo mundial de algumas espécies de peixes vem
crescendo significativamente e dentre estas, destacam-se as tilapias, pelas
caracteristicas favoraveis a producéo e boa aceitacao pelo consumidor (MPA,2010).

A manipulacdo dos ecossistemas aquaticos para a maximizacdo da
produtividade traz consigo iniumeros desafios, dentre eles as doencas bacterianas.
Em geral, o aumento de espécimes por area, somado as praticas de manejo, resulta
na ocorréncia do estresse, condicao fisiolégica responsavel por imunossuprimir os
sistemas de defesa dos peixes, predispondo-os as mais diversas enfermidades
(HIRSCH et al, 2006). Neste preceito, agentes etioldégicos que causam
aparentemente poucos danos as populacfes de peixes em seu habitat natural,
podem tornar-se agentes precursores de doencas de grande importancia econémica
quando submetidos as condi¢Bes de criacdo (YOUSEFIA; AMIRI, 2009). Com isso,
0 uso de farmacos na aquicultura para o tratamento de doencas € inevitavel durante
o ciclo produtivo.

Por outro lado, poucos sédo os antimicrobianos aprovados para 0 uso em
aquicultura, de acordo com Food and Drug Administration (FDA), 6érgao
regulamentador do uso de drogas nos Estados Unidos, apenas a oxitetraciclina e
florfenicol podem ser adicionados a racdo e usados no basal de enfermidades
bacterianas em aquicultura (FDA, 2012). Neste contexto, o baixo nivel de residuo
na carcaga, seguranca clinica aos animais e ao ambiente aquatico sao propriedades
importantes que devem estar associadas a eficacia no basal antimicrobiano,
tornando extremamente complexo os processos de aprovacdo de novos farmacos
(FDA, 2012).

De acordo com a Resolugdo XXVIII da 75° sessdo geral da comisséo

internacional da Organizagcdo Mundial de Sanidade Animal (OIE) que define a lista



de antimicrobianos de importancia na medicina veterinaria, a fosfomicina pode ser
empregada no basal bacteriano de aves, suinos e bovinos, apresentando grande
potencial para 0 uso em peixes, no entanto, necessitando do delineamento de
protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos aquaticos (OIE, 2007).

A fosfomicina € um antimicrobiano que vem sendo empregado com sucesso
na avicultura e suinocultura, administrado na 4gua ou na ragdo dos animais,
apresentando amplo espectro de acao antimicrobiana (GUTIERREZ et al., 2010). No
entanto, outro fator extremamente relevante, quando se estuda a administracao
exdgena de compostos farmacoldgicos, é a inocuidade dos mesmos. Pois, aliado a
sua atividade terapéutica, estas formulagdes devem oferecer seguranca clinica aos
animais. Segundo Klaassen (2006), toda substancia é potencialmente toxica, sendo
a dose correta o que diferencia o remédio do toxico.

Partindo-se da importancia patogénica da aeromonose e estreptococose para
a tilapicultura, associado a necessidade de desenvolvimento de programas
sanitarios eficazes para controlar estas enfermidades em plantéis aquicolas, além de
avaliar os possiveis danos ao meio ambiente, estudos relacionados a utilizacdo de

novos farmacos se fazem necessarios.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
O presente estudo teve por objetivos avaliar a eficacia terapéutica, seguranca
clinica e ecotoxicoldgica do antibiético fosfomicina.

2.1.1. Objetivos Especificos

Avaliar a ecotoxicidade da fosfomicina para o peixe alvo de tratamento
Oreochromis niloticus e o0s organismos n&do alvos: Danio rerio, Pomacea
canaliculata, Lemna minor e Azolla caroliniana e Daphnia magna.

Avaliar a seguranca clinica da fosfomicina nas concentra¢des de 10, 20 e 40

mg.Kg? em tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus.



Avaliar a eficicia terapéutica da fosfomicina administrado via oral, para o
tratamento de aeromonose e streptococose em tilapias do Nilo, Oreochromis

niloticus.

3. Revisao de Literatura

3.1. Fosfomicina

A fosfomicina € um antibi6tico de largo espectro, tendo sido isolado pela
primeira vez por triagem de culturas em caldo de Streptomyces fradiae provenientes
de amostras de solo (GRIF et al.,, 2001). A fosfomicina é bactericida e inibe a
biogénese da parede celular bacteriana por inativar a enzima UDP-N-
acetilglucosamina-3-enolpiruviltransferase, também conhecida como mura (BROWN
et al., 1995).

Esta enzima catalisa importante passo na biossintese de peptidioglicano,
mediando a ligacédo de fosfoenolpiruvato (PEP) para o grupo 3'-hidroxila de UDP-N-
acetilglucosamina. Esta porcdo de piruvato fornece o ligante que une a porcao
glicano ao peptideo na molécula do peptidioglicano. Portanto, a fosfomicina € um
analogo que inibe a PEP Mura por alquilacdo de um residuo de cisteina do centro
ativo e este farmaco entra na célula bacteriana por meio do transportador de
glicerofosfato (BROWN et al., 1995).

A fosfomicina € utilizada para o tratamento de infeccbes bacterianas
resistentes a multiplas drogas e isso tem chamado a atencdo para este
medicamento (BAYLAN, 2010). E razoavelmente solivel em agua (BERGOGNE-
BEREZIN, 1987), fortemente polar e estavel em condi¢bes de armazenamento (Raz,
2012).

A fosfomicina é principalmente excretada na urina por filtracdo glomerular e
seu pico na urina ocorre dentro de 4 horas apds a administracdo. Esta droga tem
boa penetragéo nos rins, parede da bexiga, prostata, vesiculas seminais e no liquido
cefalorraquidiano (KASHANIAN et al., 2008; WILLIAMS et al., 2006).

Este antimicrobiano possui atividade antibacteriana ampla contra agentes

patogénicos Gram-positivos e Gram-negativos, sendo indicado para o tratamento de



Escherichia coli, Pasteurella multocida, Salmonella enteritidis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus sp. em aves de postura e de corte (GUTIERREZ et al.,
2010) e em suinos (SORACI et al., 2011). Em outros mamiferos inclusive nos seres
humanos, € indicada também para o tratamento de infeccbes por Citrobacter,

Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Enterococcus spp. (PATEL et al., 1997).

3.2. Tilapicultura intensiva no Brasil

O crescente aumento na comercializacdo mundial das tilpias, espécies de
teledsteos do género Oreochromis, especialmente pelo aumento da producdo na
China e outros paises em desenvolvimento, como o Brasil (HEMPEL, 2002),
transformou este grupo de peixes no segundo mais importante para a aquicultura e o
terceiro mais importado pelos EUA e Europa, depois somente dos camardes
marinhos e salmdes (CONROY; CONROY, 2004). Tal fato é resultante do potencial
fisiologico reprodutivo e de adaptacdo destes animais, que apresentam elevada
rusticidade, facil domesticacdo e excelente valor agregado para a comercializacéo,
gerando perspectivas de se tornarem o mais importante grupo de espécies
aquicolas neste século XXI (FITZSIMMONS, 2000; SHELTON, 2002).

De acordo com as estatisticas do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a
producéo de tilapias representou cerca de 38% da producédo de pescado continental
no Brasil no ano de 2010, sendo este ciclideo o grupo de peixes mais criado. Neste
contexto, destaca-se a espécie Oreochromis niloticus, comumente chamada de
“tildpia do Nilo”, de origem africana, oriunda da bacia do Rio Nilo, pertencente a
familia Cichlidae. Para Zimmermann; Fitzsimmons (2004), no Brasil, a tilapicultura
segue a mesma tendéncia mundial, com predominio de tilapias niléticas ao invés de
tilapias vermelhas, pois estas apresentam crescimento mais rapido e um rendimento
de filé superior quando comparadas as demais espécies de tilapias.

A produgdo comercial de tilpias foi iniciada em nosso pais apos a primeira
introducdo de tilapias niléticas no Nordeste em 1971, com um numero muito
reduzido de animais, provenientes da Costa do Marfim. Apesar disso
desenvolveram, até 1996, uma industria de 20 mil toneladas, gerando como

problema mais grave a elevada consanguinidade entre as populagbes. Em 1996,



foram trazidos 20.800 exemplares da tilapia nilética, populacdo Chitralada da
Tailandia. A entrada das “tilapias tailandesas” no Parana e Rio Grande do Sul deu
um novo impulso a tilapicultura intensiva no Brasil na ultima metade dos anos 90
(ZIMMERMANN, 2002).

De acordo com Zimmermann; Fitzsimmons (2004), em 2002 foi introduzida
uma nova linhagem de tilapia nilética com elevado potencial zootécnico, proveniente
da maior empresa de genética de tilapias do mundo (GenoMar), bem como, a
introducdo de linhagens de outra empresa de genética de tilapias da Inglaterra
(FishGen), que intensificaram ainda mais os sistemas de producdo de tilapias
niléticas no Brasil. Para estes autores, a intensificacdo da atividade devera
continuar, porém, cada vez mais se discutird a sustentabilidade da mesma, através
da busca de custos minimos.

Da mesma forma, as disputas por novos mercados, a concorréncia com
outros paises neste inicio das exportacfes, a necessidade de se desenvolver um
mercado interno mais forte, bem como as novas oportunidades de uma aquicultura
intensiva, deverdo considerar os aspectos sanitarios na producdo das tilapias,
através de manejos eficientes do sistema aquético que visem melhorar ndo somente
a produtividade, mas também proteger o consumidor e o meio ambiente
(ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004).

3.3. Aeromonas hydrophila

A Aeromonas hydrophila é um bacilo gram-negativo anaerdbico facultativo
gue possui flagelo movel, apresentando crescimento em meios simples e as coldnias
crescem de um a trés milimetros de didmetro a 25°C, durante 48 horas, sendo
arredondadas brilhantes e de coloracao creme (ALEXANDRINO et al., 2000).

Consideradas oportunistas, se manifestam em hospedeiros debilitados ou
infectados por outros patdogenos (DOOLEY; TRUST,1988; MERINO et al.,1995).
Neste caso, 0 estresse, principalmente provocado por condigbes ambientais e
fisioloégicas adversas, € considerado um fator predisponente ao aparecimento da

doenca causada por esta bactéria (MERINO et al.,1995).



Fatores de risco predisponentes incluem alteracdées bruscas de temperatura,
elevadas densidades de estocagem, poluicdo organica, hipoxia, entre outros. As
aeromonas moveis geralmente invadem feridas na pele, comumente com infeccbes
por fungos ou ectoparasitos (NOGA,1986). Fatores produzidos pela bactéria, que
podem facilitar o contagio, sdo importantes elementos de viruléncia bacteriana.
Dentre estes destacam-se as fimbrias, que facilitam sua adesdo as células do
hospedeiro (CIPRIANO, 2001).

Os sinais clinicos caracteristicos da aeromonose sdo a septicemia
hemorrégica, petéquias distribuidas por toda a superficie corporal do animal,
anemia, corrosao de nadadeira, ulceragbes oculares, eritrodermatite, escamas
protusas, exoftalmia e distensdo abdominal por ascite (AUSTIN; AUSTIN,1999;
KIROV et al.,2002).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, A. hydrophila é considerada uma
doenca de veiculacdo hidrica para os seres humanos, apresentando grande
importancia para a saude publica (MERINO et al., 1995). Em seres humanos, esta
bactéria pode causar febre, dor abdominal, vémito, diarréias, meningite, endocardite,
septicemia, inflamacao do tecido conjuntivo e sindrome urémica, além de infeccbes
respiratorias e intestinais, especialmente em individuos imunossupremidos (JANDA,;
ABBOTT, 1998).

3.4. Streptococcus agalactiae

O Streptococcus agalactiae é classificado como do grupo B Lancefield
apresentando células esféricas ou cubodides. Esta bactéria € Gram-positiva, catalase
negativa e unem-se em forma de pares ou cadeias. E imével, ndo esporulada e
anaerobia facultativa. Obtém energia por meio da fermentacao de carboidratos como
a glicose (HARDIE; WHILEY, 1997).

Seu papel mais importante estd na capacidade de seus polissacarideos
inibirem a fagocitose por macréfagos e neutréfilos do hospedeiro (NIZET, 2002),
sendo o acido sialico fator essencial para a patogenicidade, pois impede a
deposicdo do componente C3b do sistema complemento, inibindo a fagocitose
(JARVA et al., 2003).



Sao bactérias oportunistas amplamente distribuidas no ambiente aquatico
associadas a ma qualidade da agua, manejo inadequado e condi¢des de criacdo
intensiva, causando prejuizos importantes para a aquicultura mundial (BUNCH,;
BEJERANO, 1997).

Nos peixes, o quadro clinico principal & a meningoencefalite acompanhada de
anorexia, natacdo erratica com movimentos giratorios na superficie da agua e
escurecimento da pele. Macroscopicamente encontram-se hemorragias cutaneas
difusas em todo o corpo. Outras consequéncias sdo esplenomegalia, ascite e
septicemia (SHOEMAKER; KLESIUS, 1997; PLUMB, 1999). Histologicamente ocorre
severa inflamacdo granulomatosa, necrose, vacuolizagdo de hepatdcitos e
congestao esplénica (EVANS et al., 2000).
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CAPITULO 2 - Avaliagio ecotoxicolégica da fosfomicina para tilapia (Oreochromis
niloticus) e organismos nao alvo

1Roberto Barbuio, 1Vanessa Pavesi de Faria, 2Alessandra Cristina de Moraes, 2Marco Antonio de Andrade
Belo, 34Silvia Patricia Carraschi de Oliveira, 45Claudinei da Cruz

ABSTRACT - Barbuio R., Moraes, A.C.,, Faria V.P., Belo M.A.A,, Carraschi S.P. & Cruz C., 2016. Avaliacdo
ecotoxicolégica da fosfomicina para tilapia (Oreochromis niloticus) e organismos ndo alvo. Universidade
Estadual Paulista, Rodovia Paulo Donato Castellane s/n, Jaboticabal, SP 14884-900, Brasil. E-mail:
betobarbuio@gmail.com

The present study aimed to evaluate the ecotoxicological safety of antimicrobial fosfomycin. For the five
ecotoxicity assays were performed for the determination of LC50 in fish, organisms targeted for treatment
(0. niloticus) and for aquatic bioindicators (Lemna minor and Azolla caroliniana) and EC50 for
microcrustacean bioindicators (Daphnia magna) and Mollusk (Pomacea canaliculata). To that end, the lots
of each species were quarantined for health status assessment and sensitivity tests to see if programs
were within the standards for testing. After the preliminary tests were carried out to determine the
interval between a higher concentration than zero cause and a lower cause than the 100% cause of
mortality up to the limit of 100 mg.L-1 of fosfomycin. The definitive assays for each species were
performed in three types of completely randomized trials in three trials with three replicates of each
concentration for each species. The results of the ecotoxicological tests demonstrated that fosfomycin is
practically non-toxic to these organisms (CL and EC50> 100.0 mg.L1) (Zucker, 1985).

INDEX TERMS: Bioindicator, toxicology, antimicrobial

Resumo - Objetivou-se com o presente estudo, avaliar a seguranca ecotoxicolégica do antimicrobiano
fosfomicina. Para tanto ensaios de ecotoxicidade foram realizados para a determinag¢do de CLso em peixe,
organismo alvo do tratamento (O. niloticus) e para os bioindicadores plantas aquaticas (Lemna minor e
Azolla caroliniana) e CEso para os bioindicadores microcrustiaceo (Daphnia magna) e molusco (Pomacea
canaliculata). Para tanto os lotes de cada espécie passaram por quarentena para avaliacdo do estado de
saude e por testes de sensibilidade para verificar se estavam dentro das normas para os ensaios. Apds
foram realizados os ensaios preliminares para determinar o intervalo entre a maior concentracdo que
causa zero e a menor que causa 100% de mortalidade até o limite de 100mg.L-! da fosfomicina. Os ensaios
definitivos para cada uma das espécies foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em trés
ensaios com trés réplicas de cada concentracdo para cada espécie. Os resultados dos ensaios
ecotoxicologicos demonstraram que a fosfomicina é praticamente nido téxica para os organismos testados
(CL e CE50 > 100,0 mg.L'1) (Zucker, 1985), pois ndo causa mortalidade para os organismos teste em
concentragdes até 100 mg.L1

TERMOS DE INDEXA(;AO: Bioindicador, toxicologia, antimicrobiano
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1. INTRODUCAO

0 uso de farmacos para o tratamento de doencgas na aquicultura pode ser necessario durante o
ciclo de criagdo. Os aspectos que envolvem a produg¢do intensiva como a alta taxa de arragoamento,
manejo constante e elevada densidade de estocagem, geram estresse para os peixes, propiciando
condi¢des favoraveis para o desenvolvimento de patégenos oportunistas. Poucos fArmacos sdo registrados
para uso na aquicultura brasileira, com isso varios medicamentos ndo destinados para esse fim sao
administrados sem basal no ambiente aquatico. Dessa forma, o desenvolvimento de novas moléculas é
fundamental para aumentar a possibilidade de sucesso no basal dos principais patégenos que ocorrem
durante os ciclos de produc¢ao, diminuir as perdas causadas pela mortalidade, permitir a seguran¢a do
consumidor e do ambiente, monitorando os efeitos nos organismos ndo alvos, além de saber o tempo de
exposicdo, tempo de tratamento, e também periodo de caréncia para que o pescado possa ser destinado ao
consumo.

2. REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, para o desenvolvimento de novos produtos (antimicrobianos e parasiticidas para
aquicultura) é necessario o estudo de avaliagdo do risco e da periculosidade que o produto pode oferecer
para o ambiente. Dessa avaliagdo resulta uma classificacdo que indica o perfil ecotoxicolégico do produto e
fornece instrugdes para o uso correto (IBAMA, 1987). Os testes de toxicidade sdo etapas iniciais de
avaliacdo de risco de xenobidticos, proporcionando a caracterizacdo da resposta ecoldgica a um elemento
quimico (Cairns et al,, 1998). Para esses testes sdo utilizados diversas espécies representantes da cadeia
trofica. Para fins de avaliacdo ecotoxicoldgicas os organismos devem possuir caracteristicas como:
representatividade de um grupo ecoldgico; facil disponibilidade para obtencdo; ciclo reprodutivo curto,
cosmopolita e se possivel ser uma espécie nativa (Wolff et al., 2007).

A biomanipulacdo dos ecossistemas aquaticos com a maximizacdo dos recursos produtivos traz
consigo inimeros desafios, dentre os quais se destaca o basal sanitario das populagdes de peixes. Em
geral, o aumento de espécimes por drea, somado as praticas de manejo, resulta na ocorréncia do estresse,
condicao fisioldgica responsavel por imunossuprimir os sistemas de defesa dos peixes, predispondo-os as
mais diversas enfermidades (Hirsch et al, 2006). Neste preceito, agentes etiol6gicos que causam
aparentemente poucos danos as popula¢des de peixes em seu habitat natural, podem tornar-se agentes
precursores de doencas de grande importancia econémica quando submetidos as condi¢des de criagdo
(Yousefian & Amiri, 2009).

Por outro lado, poucos sdo os antimicrobianos aprovados para o uso em aquicultura. De acordo
com FDA -Food and Drug Administration, 6rgao regulamentador do uso de drogas nos Estados Unidos,
apenas a oxitetraciclina e florfenicol podem ser adicionados a racao e usados no basal de enfermidades
bacterianas em aquicultura (FDA, 2012). Neste contexto, o baixo nivel de residuo na carcaga, seguranga
clinica aos animais e ao ambiente aquatico sdo propriedades importantes que devem estar associadas a
eficAcia no basal antimicrobiano, tornando extremamente complexo os processos de aprovagdo de novos
farmacos (FDA, 2012).

De acordo com a Resolugdao XXVIII da 75° sessdo geral da comissdo internacional da Organizagio
Mundial de Sanidade Animal (OIE) que define a lista de antimicrobianos de importancia na medicina
veterinaria, a fosfomicina pode ser empregada no basal bacteriano de aves, suinos e bovinos,
apresentando grande potencial para o uso em peixes, no entanto, necessitando do delineamento de
protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos aquaticos (OIE, 2007). A fosfomicina é um
antimicrobiano que vem sendo empregado com sucesso na avicultura e suinocultura, administrado na
agua ou na racdo dos animais, apresentando amplo espectro de agdo antimicrobiana (Gutierrez et al.
2010). No entanto, ha outro fator extremamente relevante, quando se estuda a administragdo exégena de
compostos farmacolégicos, relaciona-se a inocuidade dos mesmos. Pois, aliado a sua atividade terapéutica,
estas formula¢cdes devem oferecer seguranca clinica aos animais. Segundo Klaassen (2006), toda
substancia é potencialmente toxica, a dose correta diferencia o remédio do toxico.

Portanto o objetivo desse trabalho foi avaliar a seguranca ecotoxicolégica da fosfomicina para
organismos alvo e ndo alvo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Toxicidade aguda da fosfomomicina para peixes. Para a realizacdo dos ensaios de
toxicidade aguda foi utilizado a tilapia, (Oreochromis niloticus), com média de peso de 2,72 g e o peixe
paulistinha (Danio rerio), peso entre 0,35 e 1,0 g, aclimatados por dez dias em sala de bioensaio em caixas
com capacidade de 250 L (figura 1 - A e B). O sistema de aeragdo foi continuo promovido por bombas de
ar, temperatura a 25 * 2°C, fotoperiodo de 12 horas de luz e alimentados até a saciedade uma vez ao dia,
com racao comercial (32%PB).

Para avaliar a sanidade e a sensibilidade dos organismos teste foi realizado ensaio de toxicidade
aguda, com a substancia referéncia cloreto de potassio (KCl - 99,5% de pureza) (ABNT, 2011). Os ensaios
foram realizados periodicamente, de acordo com a utilizacdo de novos lotes de peixes, sendo as
concentragdes utilizadas: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,5 e 3,0 g.L-! para o paulistinha e 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 g.L-
1 para a tildpia. Os resultados obtidos nestes ensaios foram de mortalidade de 50% podendo assim
passarem para os testes com o fArmaco de escolha.

Em seguida, foram realizados ensaios preliminares com a fosfomicina para determinar o intervalo
de concentracdo que causa zero e 100% de mortalidade, utilizando a concentracdo maxima de 100 mg.L.

Com base no intervalo obtido, foram realizados os ensaios definitivos, com trés réplicas, trés
peixes por réplica, na densidade maxima de 1g.L-1. As concentragdes utilizadas foram 3,43; 11,16; 36,26 e
117,8 mg.L1. Os ensaios foram conduzidos em sistema estatico, sem substituicdo e sifonagem de agua,
isento de alimentag¢do durante o periodo de exposicdo (48 horas). A avaliagdo da mortalidade foi diaria
com a retirada dos peixes mortos dos aquarios(Figura 1 - C) (ABNT, 2011).

Durante a realizagdo dos ensaios foram analisadas as seguintes variaveis de qualidade da agua:
pH, oxigénio dissolvido (mg.L1), temperatura (°C) e condutividade elétrica (us.cm'1) em 0, 24 e 48 horas
apos a exposicdo. Para o calculo da concentracio letal (CL50;2dias) foi utilizado o software Trimmed
Spearman Karber (Hamilton et al,, 1977).

3.2. Toxicidade aguda para o caramujo Pomacea canaliculata. Para os ensaios de
toxicidade aguda para o caramujo (Pomacea canaliculata) a norma utilizada foi ABNT (2011) para peixes,
que foi adaptada para os ensaios com o caramujo, garantindo assim, a padronizac¢ao dos resultados. Os
caramujos, com peso entre 1,0 e 2,0 g foram selecionados e aclimatados em sala de bioensaio a
temperatura 25 * 20C, fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, com sistema de aera¢do continua, sendo
alimentados diariamente com Hydrilla verticilata (Figura 1 - D e E) (Venturini et al.,, 2008). Inicialmente
foram realizados ensaios de sensibilidade com cloreto de potassio para a avaliagdo da sanidade dos lotes
dos caramujos, estando dentro dos valores da carta referéncia do NEPEAM para este organismo.

Nos ensaios definitivos foram utilizados trés caramujos por réplica, 3 réplicas por tratamento e as
concentragdes utilizadas foram: 0,0; 3,5; 11,0; 36,0 e 118,0 mg.L-1, com duragdo de 48 horas (Figura 1 - F).
Durante a realizacdo dos ensaios foram analisadas as seguintes varidveis de qualidade da agua: pH,
oxigénio dissolvido (mg.L1), temperatura (°C) e condutividade elétrica (uS.cm-1) em 0, 24 e 48 horas ap6s
a exposicdo. A partir da imobilidade acumulada foi calculada a concentragdo efetiva (CE50;2dias)
utilizando o software Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al.,1977).

A concentracdo efetiva (CE50) é utilizada para alguns organismos devido a dificuldade que existe
de avaliar se o organismo realmente veio a ébito, portanto é avaliada a imobilidade do mesmo.

3.3. Toxicidade aguda para as plantas Lemna minor e Azolla caroliniana. Para a
realizacdo dos testes de toxicidade aguda para as macréfitas aquaticas Lemna minor e Azolla caroliniana,
as plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, em caixas de 1 L, apds seu crescimento, transferidas
para cristalizadores em meio de cultivo (Hoagland's) em sala de bioensaio com temperatura 25 * 2°C, sob
fotoperiodo/claro de 24 horas, por quatro dias (Figura 1 - G e H)(OECD, 2002).

As plantas foram desinfetadas em solugdo de hipoclorito a 0,5% e, em seguida, quatro col6nias
com trés frondes foram selecionadas para cada repeticdo em recipientes com 50 mL de meio Hoagland’s.
Inicialmente, para avaliagdo da sanidade do lote das plantas, foi realizado um ensaio com a substancia
referéncia cloreto de s6dio (NaCl), estando dentro dos valores da carta referéncia do NEPEAM para este
organismo.
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Fig 1. Aclimatagdo (A), pesagem e distribuicdo dos peixes nos aquarios (B), administracdo da
fosfomicina e avaliagdo por 2dias (C), Aclimatacdo (D), pesagem e distribui¢cdo dos caramujos
nos aquarios (E), administragio da fosfomicina e avaliagdo por 2dias (F). Aclimatagido (G),
distribuicao dos frondes nos recipientes (H), administracdo da fosfomicina e avaliacao por 7
dias (I). Reproducdo (]), Aclimatacdo (K), distribuicio dos neonatos nos tubos de ensaio,
administra¢ao da fosfomicina e avaliacdo por 2dias (L)
Nos ensaios definitivos as concentrag¢des utilizadas foram 0,1; 1,0; 3,4; 11,6; 36,4; e 117,2 mg.L1,

com 12 frondes por réplica, trés réplicas em cada concentragio, com duracgio de sete dias de exposi¢do. Os
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ensaios foram conduzidos em sistema estatico e foram avaliados nos 3° 5° e 7° dia apds a exposicdo e
observados o aumento do nimero de frondes, clorose (perda de clorofila) e necrose (morte das
plantas)(Figura 1 - F). Para o calculo da CL50;7d foi utilizado o software Trimmed Spearman Karber
(Hamilton et al., 1977).

3.4. Toxicidade aguda para Daphnia magna. Os ensaios com o microcrusticeo foram
realizados no Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotdéxicos e Saude Ocupacional (Laborseg) FCAV-
UNESP de Jaboticabal. Os organismos foram cultivados em cristalizadores de 2,0 L de capacidade, com o
meio de cultivo renovado completamente duas vezes por semana (ABNT, 2009). A alimentacgdo da cultura
foi composta por uma suspensdo de algas da espécie Scenedesmus subspicatus na concentragio
aproximada de 5x106 células/individuo/dia e alimento composto constituido por solucio de ragio
fermentada para peixes ornamentais e solucdo de levedura (Saccharomyces cerevisiae). Os cristalizadores
foram mantidos em estufas em temperatura controlada de 20 * 2° C, intensidade luminosa de
aproximadamente 3.000 lux e fotoperiodo de 8 horas de escuro e 16 horas de luz (Figura 1 - J). Os
neonatos com 4 a 24 h de vida, foram selecionados e distribuidos cinco em cada repeticdo. A sanidade do
lote dos organismos teste foi avaliada utilizando o cloreto de sédio como substancia referéncia, estando
dentro dos valores da carta referéncia do Laboratério de Ecotoxicologia dos Agrotéxicos e Saude
Ocupacional do Laborseg. As concentragdes utilizadas nos ensaios definitivos foram 60,0; 70,0; 80,0; 90,0
e 100,0 mg. L -1 com trés réplicas para cada concentracdo, contendo cinco neonatos por réplica, com
duracgdo de 48 h (Figura1 KeL).

3.5. Avaliacdo do risco de intoxicacdo ambiental. O Risco de intoxicacio ambiental é a
combinacio da exposicdo e da toxicidade do xenobidtico e foi calculado utilizando a razio entre a
concentragdo ambiental estimada (CAE), que é a concentracdo/dose do farmaco utilizada no campo no
tratamento, e a concentragio letal CL50, obtida nos ensaios de toxicidade aguda. O valor do Q, também
denominado de quociente de risco (RQ), é um nimero puro, pois as unidades dos parametros se anulam a
divisdo, sendo as classes de risco: RQ > 0,5 = Alto risco; 0,05 < RQ < 0,5 = Médio risco e RQ< 0,05 = Baixo
risco. A CL50 da fosfomicina foi considerada com base na maior concentrac¢do que ndo causou
mortalidade, ou seja, 100mg L-1, para todos os organismos a CAE foi de 10 mg.Kg! concentracao utilizada
nos ensaios de campo para tratar tilapias infectadas com S. agalactiae e A. hydrophila.

4. RESULTADOS

A CL50;2dias da fosfomicina para o organismo alvo Oreochromis niloticus (tilapia) e ndo alvo
Danio rerio (paulistinha) foi maior que 100 mg.L-1, pois esse antimicrobiano ndo causou mortalidade nas
concentragdes testadas 3,43 ; 11,16; 36,26 e 117,80 mg.L!, sendo classificado como praticamente nao
toxico (CL50 > 100,0 mg.L-1) (Zucker, 1985). Os peixes demonstraram agitacdo e aumento do batimento
opercular somente ap6s a administracdo do antimicrobiano (0 hora).

A fosfomicina diminuiu o 02D que variou de 6,3 mg.L! no basal para 3,9 mg.L-tem 117,8 mg.L1 e
aumentou a condutividade elétrica que variou de 186,7 uS no basal para 321,3 uS em 117,8 mg.L-1.0 pH
demonstrou uma pequena variagdo de 8,9 no basal para 8,4 em 117,8 mg.L! (Figura 2).

Para a Lemna minor e Azolla caroliniana a CL50;7d da fosfomicina foi > 100,0 mg.L-1, ndo
apresentando mortalidade para ser possivel o calculo da CL50 pelo software, sendo classificada como
praticamente ndo téxica (CL50 > 100 mg.L1) (Zucker, 1985).
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Fig 2. Média dos parametros de qualidade de agua dos trés ensaios definitivos com a tilapia
(Oreochromis niloticus)

Nos ensaios com os caramujos ocorreu reducdo do 02D que variou de 6,36mg.L-* no basal para
3,6 mg.L'l em 118mg.L1. A condutividade elétrica aumentou de 171,2 uS no basal para 501,8 uS em 118
mg.L ! e o pH apresentou uma leve diminui¢ido de 8,2 no basal para 7,5 em 118 mg.L-! (Figura 3).

Para a Daphnia magna a CE50;2dias da fosfomicina foi > 100,0 mg L1, pois ndo ocorreu
imobilidade dos neonatos em concentragées até 100 mg.L-!, também sendo classificada como
praticamente nio téxico (CL50 > 100 mg.L1) (Zucker, 1985).

Na avaliacao de risco de intoxicacdo ambiental, ndo pdde concluir o risco da fosfomicina, pois ndo
se chegou a um resultado de DL/CE50 que é necessario para esse calculo.

As variaveis de qualidade de agua alteradas pela fosfomicina nos ensaios de toxicidade aguda
foram a condutividade elétrica que aumentou com o aumento da dose de fosfomicina, o oxigénio
dissolvido e pH que diminuiram com o aumento da dose (Figuras 2 e 3).
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Fig 3. Média dos parametros de qualidade de dgua dos trés ensaios definitivos com o caramujo
(Pomacea canaliculata)

5. DISCUSSAO

Segundo Prestes et al. (2013) os estudos ecotoxicolégicos ilustram a necessidade de uma visdo
abrangente da toxicidade dos agentes quimicos sobre espécies ndo-alvo, pois levando-se em conta a
complexa biota aquatica presente no ambiente natural e os diversos graus de sensibilidade entre as
espécies, grupos pouco impactados pelo agente podem ser diretamente dependentes de outros que
possuem elevada sensibilidade ao mesmo.

Na piscicultura intensiva, os antibacterianos sdo geralmente oferecidos junto ao alimento, sendo
que cerca de 70-80% destes compostos acabam no ambiente (Hektoen et al. 1995). Porém poucos estudos
investigaram os efeitos téxicos de antimicrobianos veterinarios nos organismos aquaticos (Wollenberger
etal. 2000).

Os antimicrobianos sdo contaminantes ambientais biologicamente ativos, pois sdo geralmente
muito soldveis e muitas vezes tém pouca biodegradabilidade. Esta propriedade representa um potencial
de bioacumulagio e persisténcia no ambiente. Drogas que tém modo especifico de agdes, provavelmente
podem exercer efeitos sobre os ecossistemas terrestres e aquaticos, quando libertados no ambiente, uma
maior atenc¢do tem sido dirigida para a descarga, presenca e potenciais efeitos adversos das drogas no
ambiente (Halling-Sorensen et al. 1998).

Isto evidencia a necessidade de monitorar a acdo de farmacos no ambiente, pois podem causar
influencia negativa em organismo de algum dos niveis tréficos levando a um desequilibrio em toda a
cadeia.

Macri et al. (1988) investigaram a toxicidade aguda de furazolidona e encontraram valores de
CL50 para D. magna e larvas Culex pipiens de 250, 60 e 10 mg.L-l. Dojmi di Delupis et al.,, (1992)



18

estudaram a toxicidade de diferentes agentes antibacterianos para D. magna e demonstraram que apenas
a bacitracina apresentou CE50;2dias inferior a 100 mg.LL.

Em estudo de toxicidade aguda para D. magna, Wollenberger et al. (2000) verificaram que os
antimicrobianos metronidazol, olaquindox, oxitetraciclina e tetraciclina apresentaram CE50 > 100mg.L-!
corroborando o presente estudo.

A fosfomicina demonstrou ter baixa toxicidade para os organismos testados, isso demonstra o a
segurancga desse fAirmaco para o uso na aquicultura.

Apesar das alteragdes em alguns parametros de qualidade da agua, isso ocorreu de forma
acentuada apenas nas concentracdes mais elevadas do antimicrobiano e essas concentragdes nao seriam
utilizadas para tratamento devido ao alto custo e risco ao ambiente.

6. CONCLUSAO

A fosfomicina é praticamente ndo toxica para os diferentes organismos testados no presente
estudo, o que é um importante ponto de partida para aprofundar os estudos desse antimicrobiano para o
uso na aquicultura.

7. REFERENCIAS

ABNT. 2011. Associac¢do Brasileira de Normas Técnicas. NBR 15088: Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade
aguda - Método de ensaio com peixes. Sdo Paulo, 19.

Cairns, J. ], Niederlehner, B. R, Bidwell, J. R, 1998, Ecological toxicity testing. IN: MEYERS, R. A.
Encyclopedia of Environmental Analysis and Remediation, John Wiley e Sons, Inc., New York, 1560.

FAO (Food and Agriculture Organization). El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2016.
Contribucién a la seguridad alimentaria y la nutricién para todos. Roma.

FDA - Food and Drug Administration. Animal and Veterinary: Approved Drugs 2012.
http://www.fda.gov/AnimalVeterinary/DevelopmentApprovalProcess/Aquaculture/ucm132954.htm.

Gutierrez, L., Ocampo, L., Rosario, C., Sumano, H. 2010. Pharamacokinectics of disodium fosfomycin in
broilers and dose strategies to comply with its pharmacodynamics versus Escherichia coli. Poultry Science,
89(10): 2106-2115.

Halling-Sorensen B., Nielsen S.N., Lanzky P.F., Ingerslev F., Liitzhgft H.C., Jgrgensen S.E. 1998. Occurrence,
fate and effects of pharmaceutical substances in the environment - a review Chemosphere, 36(2): 357-
393

Hamilton, M.A., Russo, R.C.,, Thurston, V. 1977. Trimed Spearman-Karber method for estimating medial
lethal concentrations in toxicoty bioassays. Environ. Scien. Techonol., 7: 714-719.

Hektoen, H., Berge, J.A.,, Samuelsen, O., Yndestad, M., 1995. Resistance of antibacterial agents in marine
sediments. Aquaculture 133: 175-184.

Hirsch, D., Jdnior, D.J.P., Logato, P.V.R,, Piccoli, R.H., Figueiredo, H.C.P. 2006. Identificacdo e resisténcia a
antimicrobianos de espécies de Aeromonas moveis isoladas de peixes e ambientes aquaticos. Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, 30(6): 1211-1217.

IBAMA, 1987, Avaliacdo da toxicidade aguda para peixes. Parte D. 3. Manual de testes para avaliacdo de
ecotoxicidade de agentes quimicos, p. D.3.2.,, 01/09.

Klaassen, C. D. 2006. Principios de toxicologia e tratamento do envenenamento. In: Brunton, L.L,, Lazo, ]. S.,
Parker, K. L. As bases farmacolégicas da terapéutica. 112 Ed., Mc.Grall Hill, Rio de Janeiro, 1573-1584.


http://www.fda.gov/AnimalVeterinary/DevelopmentApprovalProcess/Aquaculture/ucm132954.htm

19

Macri, A., Stazi, A.V., Dojmi Di Delupis, G. 1988. Acute Toxicity of Furazolidone on Artemia salina, Daphnia
magna and Culex pipiens molestus Larvae. Ecotoxicol. Environ. Safety 16: 90-94.

Migliore, L., Brambilla, G., Casoria, P., Civitareale, C., Cozzolino, S., Gaudio, L. 1996. Effects of Antimicrobials
for Agriculture as Environmental Pollutants Fresenius Environ. Bull,, 5 : 735-739.

MPA-Ministério da Pesca e Aquicultura. Boletim estatistico da pesca e aquicultura 2010.
http://www.mpa.gov.br/images/Docs/Informacoes_e_Estatisticas/Boletim%20Estat%C3%ADstico%20M
PA%202010.pdf.

OECD. 2002. Organization for Economic Cooperation and Development. Lemna sp. Growth Inhibition Test.
In: GUIDELINE for testing of chemicals.

OIE - World Organization for Animal Health. OIE list of antimicrobials of veterinary importance (2007).
http://web.oie.int/downld/Antimicrobials/OIE_list_antimicrobials.pdf.

Prestes, E.B.; Clemente, Castro, V.L.S, Z.Jonsson, C.M. 2013. Avaliacio da Toxicidade Aguda de
Piraclostrobin, Epoxiconazole sua Mistura em Colossoma macropomum (tambaqui). Ecotox. Environ.
Contam., 8(1): 125-128.

Venturini, F.P. Cruz, C. Pitelli, R.A. 2008. Toxicidade aguda do sulfato de cobre e do extrato aquoso de
folhas secas de nim para o caramujo (Pomacea canaliculata). Acta Sci. Biol. Sci., 30.

Wollenberger, L., Halling-Sgrensen B., Kusk K.O0. 2000. Acute and chronic toxicity of veterinary
antibiotics to Daphnia magna Chemosphere. 40(7): 723-730.

Wolff, L. L.; Hreciuk, E. R;; Viana, D.; Zaleski, T.; Donatti, L. 2007, Population structure of Phalloceros
caudimaculatus (Hensel, 1868) (Cyprinodontiformes, Poeciliidae) collected in a brook in Guarapuava, PR.
Braz. Arch. Biol. Tech., 50 (3): 417-423.

Yousefian, M., Amiri, M.S. 2009. A review of the use of prebiotic in aquaculture for fish and shrimp. African
] of Biotechnol. 8(25): 7313-7318.

Zucker, E. 1985. Hazard Evaluation Division - Standard Evaluation Procedure - Acute Toxicity Test for
Freshwater Fish. USEPA Publication, Washington, 540.


http://www.mpa.gov.br/images/Docs/Informacoes_e_Estatisticas/Boletim%20Estat%C3%ADstico%20MPA%202010.pdf
http://www.mpa.gov.br/images/Docs/Informacoes_e_Estatisticas/Boletim%20Estat%C3%ADstico%20MPA%202010.pdf
http://web.oie.int/downld/Antimicrobials/OIE_list_antimicrobials.pdf
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653599004439
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653599004439
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653599004439
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00456535
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00456535/40/7

20

CAPITULO 3 - Estudo da seguranca clinica da fosfomicina para tilapia

(Oreochromis niloticus)
1Roberto Barbuio, 'Vanessa Pavesi de Faria, 2Marco Antonio de Andrade Belo, 3Claudinei da Cruz

ABSTRACT - Barbuio R., Faria V.P,, Belo M.A.A. & Cruz C., 2016. Estudo da seguranca clinica da fosfomicina
para tilapia (Oreochromis niloticus). Universidade Estadual Paulista, Rodovia Paulo Donato Castellane s/n,
Jaboticabal, SP 14884-900, Brasil. E-mail: betobarbuio@gmail.com

The objective of this study was to evaluate the clinical safety of antimicrobial fosfomycin for Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). Phosphozycin innocuity was evaluated in response dose, being tested as
concentrations of 10, 20 and 40 mg of fosfomycin / kg of Fosfomycin C® formulation via feed for seven
days, and material collections were carried out at 2, 4, 8 And 12 days, thus obtaining two collections
during one administration and twice closing the administration of the drug. Ten healthy tilapia collected
on day 2 were used as basal standard. Tilapia of 112 g + 5.6 g were used in tanks of 400 L (n = 10 tilapia /
tank). The concentrations of 20 and 40 mg of fosfomycin caused a decrease in the number of erythrocytes
with the macrocytic type and a decrease in the number of leukocytes over time. Our fish were run by our
biochemical genes with values in triglyceride values. Serum cholesterol levels decreased and ALT (alanine
aminotransferase), AST (aspartate aminotransferase) and FA (alkaline phosphatase) increased in the
treatments. Creatinine levels increased in all treatments in the basal medium. Histopathology revealed at
all concentrations used with increased lesions and severity with increased concentrations for the liver,
kidneys and spleen. In the liver, hepatocyte hypertrophy, hepatic cord architecture derangements, and
hepatocyte necrosis were found. In the kidneys, the most common lesion for a diffuse glomerulosclerosis
with onset of pycnotic nuclei, reaching necrosis with inflammation, inflammatory infiltrate, corroborating
the deleterious findings observed, did not increase serum creatinine levels. In the spleen, a major
alteration noted for the increase of the centers of melanomacrophages and free melanomacrophages.
Studies of INS (nephrosomatic index) and INSC (nephrosomatic cranial index) revealed variations over
time. The pH, OD (dissolved oxygen) decreased while conductivity increased throughout the study.
Although it did not cause mortality the formulation Fosfomicina C® in the doses tested caused us the
physiological parameters of the fish. Therefore, the studies necessary to evaluate the effect of pure
fosfomycin in the fish organism.

TERMS OF INDEXATION: tilapicultura, antimicrobiano, innocuidade
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RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo avaliar a seguranca clinica do antimicrobiano fosfomicina,
para tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). A inocuidade da fosfomicina foi avaliada em estudo de dose-
resposta, testando-se as concentracgdes de 10, 20 e 40 mg de fosfomicina/kg da formula¢do Fosfomicin C®
via racdo durante sete dias, sendo as coletas de material realizadas em 2, 4, 8 e 12 dias, obtendo-se assim
duas coletas durante a administracdo e duas apés encerrada a administracdo do famaco. Como padrio
basal foram utilizadas 10 tilapias sadias coletadas no dia 2. Foram utilizadas 130 tilapias de 112 g+ 5,6 g,
acondicionadas em tanques de 400 L (n=10 tilapias/tanque). As concentracdes de 20 e 40 mg de
fosfomicina causaram diminuicdo no numero de eritrocitos com alteracdes do tipo macrocitica, e
diminui¢do no nimero de leucécitos ao longo do tempo. Nos peixes tratados ocorreram altera¢des nos
parametros bioquimicos com aumentos nos valores de triglicerideos. Nos valores séricos de colesterol
ocorreu a diminuicdo e a atividade enzimatica sérica de ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase) e FA (fosfatase alcalina) das tilapias apresentaram aumento dentro dos tratamentos. Os
niveis de creatinina aumentaram em todos os tratamentos em comparac¢do ao basal. A histopatologia
revelou alteracdes em todas as concentracdes utilizadas com aumento das lesde e da gravidade com o
aumento das concentragdes para o figado, rins e baco. No figado, verificou-se hipertrofia dos hepatdcitos,
desarranjos da arquitetura dos corddes hepaticos e necrose dos hepatocitos. Nos rins a lesdo mais comum
foi a glomeruloesclerose difusa com aparecimento de nucleos picnéticos, chegando a necrose com
presenca de infiltrado inflamatério, corroborando os achados deletérios observados no aumento dos
niveis séricos de creatinina. No bago, a principal alteracdo notada foi o aumento dos centros de
melanomacré6fagos e melanomacroéfagos livres. Os estudos dos INS (indice nefrossomatico) e INSC (indice
nefrossomatico cranial) revelaram varia¢des ao longo do tempo. O pH, o OD (oxigénio dissolvido)
dimunuiram enquanto a condutividade apresentou aumento ao longo do estudo. Apesar de ndo causar
mortalidade a formulagdo Fosfomicin C® nas doses testadas causou alteragdes nos parametros fisioldgicos
dos peixes. Portanto, serdo necessarios novos estudos para avaliar o efeito da fosfomicina pura no
organismo dos peixes.

TERMOS DE INDEXACAO: tilapicultura, antimicrobiano, inocuidade

1Departamento de Patologia Veterinaria, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Rodovia de Acesso Paulo Donato Castellane s/n,
Zona Rural, Jaboticabal, SP 14884-012.

ZDepartamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Rodovia de Acesso Paulo Donato
Castellane s/n, Zona Rural, Jaboticabal, SP 14884-012.

3Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia (Nepeam) da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Rodovia de Acesso
Paulo Donato Castellane s/n, Zona Rural, Jaboticabal, SP 14884-012.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura tem cada vez mais adquirido importincia no mercado mundial e em 2014 um
marco foi alcancado quando a contribuicdo da aquicultura para o fornecimento de peixe para consumo
humano ultrapassou pela primeira vez os peixes capturados na natureza (FAO, 2016).

O consumo de peixe per capita no mundo registrou um aumento de uma média de 9,9 kg em 1960
para 19,7 kg em 2013, com estimativas preliminares apontando para aumentar para mais de 20 kg, em
2014 e 2015 (FAO, 2016).

Em 2014, a producdo aquicola totalizou 73,8 milhdes de toneladas, com um valor estimado de
160.200 milhoes de dolares. Deste total, 49,8 milhdes de toneladas foram de peixes dsseos (FAO, 2016).

0 potencial do Brasil para o desenvolvimento da aquicultura é imenso, constituido por 8.400 Km
de costa maritima, 5.500.000 hectares de reservatérios de dguas doces, aproximadamente 12% da agua
doce disponivel no planeta, além de clima extremamente favoravel, mao-de-obra abundante e crescente
demanda por pescado no mercado interno (MPA, 2010). Neste contexto, o cultivo mundial de algumas
espécies de peixes vem crescendo significativamente nos ultimos anos. Dentre estas, destacam-se as
tilapias, pois apresentam elevada precocidade e rusticidade, além também da sua carne ser altamente
apreciada pelo consumidor (MPA,2010).

A biomanipulacdo dos ecossistemas aquaticos com a maximizacdo dos recursos produtivos traz
consigo inimeros desafios, dentre os quais se destaca o basal sanitario das populagdes de peixes. Em
geral, o aumento de espécimes por area, somado as praticas de manejo, resulta na ocorréncia do estresse,
condicao fisiologica responsavel por imunossuprimir os sistemas de defesa dos peixes, predispondo-os as
mais diversas enfermidades (Hirsch et al, 2006). Neste preceito, agentes etioldgicos que causam
aparentemente poucos danos as populacdes de peixes em seu habitat natural, podem tornar-se agentes
precursores de doengas de grande importancia econdmica quando submetidos as condi¢cdes de criacdo
(Yousefian & Amiri, 2009).

Por outro lado, poucos sdo os antimicrobianos aprovados para o uso em aquicultura, de acordo
com FDA (Food and Drug Administration), 6rgio regulamentador do uso de drogas nos Estados Unidos,
apenas a oxitetraciclina, florfenicol e sulfadimetoxina associada com ormetropim podem ser adicionados a
racao e usados no basal de enfermidades bacterianas em aquicultura (FDA, 2012). Neste contexto, o baixo
nivel de residuo na carcaga, seguranga clinica aos animais e ao ambiente aquatico sdo propriedades
importantes que devem estar associadas a eficacia no basal antimicrobiano, tornando extremamente
complexo os processos de aprovacio de novos farmacos (FDA, 2012).

De acordo com a Resolugdo XXVIII da 75° sessdo geral da comissdo internacional da OIE
(Organiza¢do Mundial de Sanidade Animal) que define a lista de antimicrobianos de importancia na
Medicina Veterinaria, a fosfomicina pode ser empregada no basal bacteriano de aves, suinos e bovinos,
apresentando grande potencial para o uso em peixes, no entanto, necessitando do delineamento de
protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos aquaticos (OIE, 2007). A fosfomicina é um
antimicrobiano que vem sendo empregado com sucesso na avicultura e suinocultura, administrado na
agua ou na racido dos animais, apresentando amplo espectro de agdo antimicrobiana (Gutierrez et al.,
2010).

No entanto, outro fator extremamente relevante, quando se estuda a administracdo exdgena de
compostos farmacolégicos, relaciona-se a inocuidade dos mesmos. Pois, aliado a sua atividade terapéutica,
estas formula¢cdes devem oferecer seguranga clinica aos animais. Segundo Klaassen (2006), toda
substancia é potencialmente toxica, a dose correta diferencia o remédio do téxico.

Partindo-se da importancia da tilapicultura, associado a necessidade de desenvolvimento de
programas sanitarios eficazes para controlar estas enfermidades em plantéis aquicolas, o presente estudo
tem por objetivos avaliar a seguranca clinica do antimicrobiano fosfomicina, para o tratamento de tilapias
do Nilo, Oreochromis niloticus.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fosfomicina - A fosfomicina é um antibidtico de largo espectro, tendo sido isolado pela
primeira vez por triagem de culturas em caldo de Streptomyces fradiae provenientes de amostras de solo
(Grif et al,, 2001). A fosfomicina é bactericida e inibe a biogénese da parede celular bacteriana por inativar
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a enzima UDP-N-acetilglucosamina-3-enolpiruviltransferase, também conhecida como mura (Brown et al,,
1995).

Esta enzima catalisa importante passo na biossintese de peptidioglicano, mediando a ligacdo de
fosfoenolpiruvato (PEP) para o grupo 3'-hidroxila de UDP-N-acetilglucosamina. Esta por¢ao de piruvato
fornece o ligante que uni a por¢do glicano ao peptideo na molécula do peptidioglicano. Portanto, a
fosfomicina é um andlogo que inibe a PEP Mura por alquilagdo de um residuo de cisteina do centro ativo e
este fArmaco entra na célula bacteriana por meio do transportador de glicerofosfato (Brown et al., 1995).

A fosfomicina é utilizada para o tratamento de infec¢des bacterianas resistentes a multiplas
drogas e isso tem chamado a atengdo para este medicamento (Baylan, 2010). E razoavelmente soltivel em
agua (Bergogne-Berezin, 1987), fortemente polar e estavel em condi¢gdes de armazenamento (Raz, 2012).

A fosfomicina é principalmente excretada na urina por filtracdo glomerular e seu pico ocorre
dentro de 4 horas ap6s a administracdo. Esta droga tem boa penetragdo nos rins, parede da bexiga,
proéstata, vesiculas seminais e no liquido cefalorraquidiano (Kashanian et al., 2008; Williams et al., 2006).

Este antimicrobiano possui atividade antibacteriana ampla contra agentes patogénicos Gram-
positivos e Gram-negativos, sendo indicado para o tratamento de Escherichia coli, Pasteurella multocida,
Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e Streptococcus sp. em aves de postura e de corte (Gutierrez
et al, 2010) e em suinos (Soraci et al, 2011). Em outros mamiferos inclusive nos seres humanos, é
indicada também para o tratamento de infec¢des por Citrobacter, Proteus, Klebsiella, Enterobacter,
Serratia e Enterococcus spp (Patel et al., 1997).

2.2 Tilapicultura intensiva no Brasil - O crescente aumento na comercializagdo mundial das
tilapias, espécies de teledsteos do género Oreochromis, especialmente pelo aumento da produgdo na China
e outros paises em desenvolvimento, como o Brasil (Hempel, 2002), transformou este grupo de peixes no
segundo mais importante para a aquicultura e o terceiro mais importado pelos EUA e Europa, depois
somente dos camardes marinhos e salmdes (Conroy e Conroy, 2004). Tal fato é resultante do potencial
fisiolégico reprodutivo e de adaptacdo destes animais, que apresentam elevada rusticidade, facil
domesticacdo e excelente valor agregado para a comercializagdo, gerando perspectivas de se tornarem o
mais importante grupo de espécies aquicolas neste século XXI (Fitzsimmons, 2000; Shelton, 2002).

De acordo com as estatisticas do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a producdo de tilapias
representou cerca de 38% da producdo de pescado continental no Brasil no ano de 2010, sendo este
ciclideo o grupo de peixes mais criado. Neste contexto, destaca-se a espécie Oreochromis niloticus,
comumente chamada de “tilapia do Nilo”, de origem africana, oriunda da bacia do Rio Nilo, pertencente a
familia Cichlidae.

Para Zimmermann e Fitzsimmons (2004), no Brasil, a tilapicultura segue a mesma tendéncia
mundial, com predominio de tildpias nil6ticas ao invés de tilapias vermelhas, pois estas apresentam
crescimento mais rapido e um rendimento de filé superior quando comparadas as demais espécies de
tilapias.

Da mesma forma, as disputas por novos mercados, a concorréncia com outros paises neste inicio
das exportacdes, a necessidade de se desenvolver um mercado interno mais forte, bem como as novas
oportunidades de uma aquicultura intensiva, deverdo considerar os aspectos sanitarios na producio das
tilapias, através de manejos eficientes do sistema aquatico que visem melhorar ndo somente a
produtividade, mas também proteger o consumidor e o meio ambiente (Zimmermann & Fitzsimmons,
2004).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Peixes e acondicionamento - Para o presente estudo, foram utilizadas 130 tilapias do Nilo
oriundas da mesma desova com aproximadamente 200g sendo acondicionadas em 13 tanques de
alvenaria, com capacidade de 400L de agua, com 10 tildpias em cada tanque, abastecidos com agua
corrente desprovida de cloro, proveniente de pogo artesiano, com vazao de 1 L/min (Figura 1 - A). Apds o
transporte para os tanques, os peixes foram aclimatados durante 15 dias para que a concentragio
plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltassem aos niveis basais. Nos primeiros trés dias de
aclimatacdo, os animais foram submetidos a banhos em solucdo de NaCl na concentragdo de 6,0 g/L
conforme descrito por Carneiro e Urbinati (2001). Receberam ragdo comercial peletizada (32% de
proteina bruta). O arragoamento dos animais foi feito duas vezes ao dia, pela manhd e tarde,
correspondendo a 3% da biomassa dos tanques. A qualidade da 4gua foi avaliada nos periodos da manha
e da tarde, sendo a temperatura e concentragdo de oxigénio dissolvido medidos pelo aparelho YSI, modelo
55, e o pH e a condutividade elétrica pelo aparelho YSI, modelo 63.
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3.2. Delineamento experimental - Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 13 tanques,
sendo amostrados 10 animais por grupo em diferentes periodos conforme a Tabela 1.
Tabela 1. Distribuicio das tilapias no estudo de seguranca clinica

Ensaio de Seguranca Clinica Dias p6s-inicio do tratamento
Grupos Tratamentos 2 dias 4 dias 8 dias 12 dias
TO Basal n=10
T1 Tratado com 10mg de fosfomicina/Kg n=10 n=10 n=10 n=10
T2 Tratado com 20mg de fosfomicina/Kg n=10 n=10 n=10 n=10
T3 Tratado com 40mg de fosfomicina/Kg n=10 n=10 n=10 n=10

T1 - 10mg de fosfomicina/Kg que equivale a 2000g/tonelada de ragdo, T2 - 20mg de fosfomicina/Kg que equivale a 4000g/tonelada
de ragdo e T3 - 40mg de fosfomicina/Kg que equivale a 8000g/tonelada de ragio

3.3. Padronizacdo da ra¢ao com a adicdo de fosfomicina - As tilapias foram alimentadas com
dieta comercial (Fri Acqua Crescimento Tilapias), contendo 32% de proteina bruta. Na dieta dos animais
do tratamento T1, foram adicionadas o antimicrobiano na propor¢do 2000g de Fosfomicina C ® (Empresa
OuroFino Agronegécio) por tonelada de racdo, T2 suplementada com 4000g por tonelada e T3 com 8000g
por tonelada. Para o preparo das dietas, a racdo comercial foi pesada e adicionou-se 2% de dleo vegetal
acrescido das respectivas quantidades de Fosfomicina C®, e armazenada em sacos plasticos escuros,
mantida a -16°C, até o momento do uso. A rac¢do foi ofertada durante sete dias, sendo as coletas de
material realizadas em 2, 4, 8 e 12 dias, obtendo-se assim duas coletas durante a administracdo e duas
apos encerrada a administragdo do famaco.

3.4. Anestesia dos peixes - Os peixes foram anestesiados por imersao em solucdo aquosa de
benzocaina (Figura 1 B e C) na proporg¢ao de 1:500 no momento da eutanasia. Inicialmente, a benzocaina
foi diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando-se o volume para 1L conforme descrito por Wedemeyer
(1970).

3.5. Avaliacdao hematoldgica - Foram colhidas amostras de sangue dos peixes por pungio de
vaso caudal 2, 4, 8 e 12 dias ap6s o inicio da exposi¢do ao farmaco (Figura 1 - D). A determinacdo da
contagem global de células vermelhas e brancas foram realizadas em camara de Newbauer, utilizando a
solucdo de Natt e Herrick (1952) com diluente na proporg¢ao de 1:100. Foram realizadas a determinacdo
do percentual de hematécrito em microcentrifuga e da quantidade de hemoglobina circulante com
reagente de Drabkin’s para leitura em comprimento de onda de 540nm e os valores de volume
corpuscular médio (VCM) foram obtidos pelo calculo VCM = (HT/HE)*10 e concentragdo hemoglobina
corpuscular média (CHCM) pelo calculo CHCM = (HG/HT)*10.

3.6. Avaliacoes comportamentais, sinais clinicos e mortalidade - Diariamente, os animais
foram examinados nos tanques quanto ao eventual aparecimento de alteragdes comportamentais, sinais
clinicos e mortalidade que pudessem resultar do tratamento com a fosfomicina.

3.7. Avaliacdo da bioquimica sérica - Amostras de sangue colhidas sem anticoagulante (Figura
1 - D) foram centrifugadas a 5.000 rpm por cinco minutos para obtencao de soro. O estudo do bioquimico
sérico de aspartato aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alacalina (FA),
proteinas totais, albumina, glicose, colesterol, triglicerideos e creatinina foram determinadas enzimatica
ou colorimetricamente em analisador bioquimico semi-automatico (Modelo LabQuest - Bioplus) (Figura 1
-E).

3.8. Avaliacao morfométrica e histopatoldgica dos 6rgios - Apos a necropsia o figado, rim e
bago foram coletados para avaliacgdo morfométrica (Figura 1 - H e I) que foi realizada de acordo com
Weibel et al. (1969), através da proporc¢do entre peso do 6rgdo (PO) e peso corporal (PC) expressos como
indice somatico hepatico, renal e esplénico calculado pela férmula: indice somatico (IS) = PO X 100/PC.
Para os histopatoldgicos foram avaliados figado, bago e rim, imediatamente ap6s coletar um fragmento de
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cada 6rgdo, os mesmos foram fixados em formol a 10 % e ap6s 24 horas os mesmos foram transferidos
para o alcool 70%. Foram, entdo, encaminhados para preparo das pecgas no laboratério de patologia
veterinaria, onde foram emblocados em parafina ,cortados em espessura de 3um, e foram corados em
hematoxilina e eosina.

Fig 1. (A) Sistema de tanques de alvenaria com capacidade de 400L (NEPEAM - UNESP), (B) Captura, (C) Anestesia dos

peixes com benzocaina diluida em alcool 98°, (D) Venopuncio de vaso caudal seringas com e sem anticoagulante,
(E) Analisador bioquimico semi-automatico (Modelo LabQuest - Bioplus), (F) Centrifuga de microhematécrito ,
(G) Microcentrifuga de "eppendorfs”, (H) Morfometria, necropsia, (I) pesagem dos 6rgaos.
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3.9. Andlise estatistica - Os dados experimentais foram submetidos a anilise de varidncia
através de delineamento inteiramente casualizado em parcela subdividida no tempo “Split Plot Design”,
tendo como tratamentos principais os grupos experimentais e as subparcelas os periodos experimentais,
utilizando-se o pacote estatistico SAS, pelo procedimento PROC GLM, versdo 9.3 (SAS, 2012). As
comparagdes multiplas foram aferidas pelo Teste de Tukey ao nivel de 95% de confianca de acordo com
Snedecor e Cochran (1980).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo de seguranga clinica notou-se diminui¢do no niimero de eritrdcitos ao longo do tempo
nas trés concentra¢des da fosfomicina, associado a um aumento do volume corpuscular dos eritrdcitos
(Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios observados no estudo hematologico de tilapias tratadas com diferentes
concentragoesde fosfomicina

Eritrocitos  Hematocrito  Hemoglobina VCM CHCM

TTO? (x106/pL) (%) (g/dL) (fL) (g/dL)

TO BASAL 2,014 37,654 8,494 192,154 22,784
10mg Basal 1,8748 38,054 7,724 206,404 20,344

10mg 4dias 1,588 34,154 8,334 221,664 24,584

o 10mg 8dias 1,628 36,604 9,124 230,394 25,244
10mg 1Basal 1,638 39,354 9,154 244,554 23,354

20mg Basal 1,7248 36,354 8,624 213,604 23,964

20mg 4dias 1,638 38,444 11,334 247,524 29,144

b 20mg 8dias 1,7348 37,304 8,554 218,284 24,424
20mg 1Basal 1,578 35,804 8,924 229,014 25,184

40mg Basal 1,8548 39,094 8,764 211,934 22,674

40mg 4dias 1,71A8 36,754 9,054 219,964 24,664

" 40mg 8dias 1,588 36,504 9,254 232,434 25,434
40mg 1Basal 1,588 34,504 8,844 228,834 25,614

DOSE 0,06ns 0,08ns 0,76ns 0,10ns 1,05ns
TEMPO 4,08** 0,83ns 0,91ns 2,22ns 1,55ns
DOSE*TEMPO 1,06ns 2,92%* 0,95ns 0,86ns 0,42ns

Coef. Variacao 14,08 10,25 314 16,84 28,75
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0 aumento do VCM associado a diminuicdo do nimero de eritrdcitos, sdo descritas em casos de
doencas hepaticas e anemias hemoliticas. O exame histopatoldgico do figado (Figura 3) comprova as
alteragdes causadas pela fosfomicina no tecido hepatico e isso pode ser associado com o quadro
hematolégico observado, sugerindo que a degradacdo metabodlica do farmaco, resulte em alteracdes
hepaticas e hematoldgicas.

E comum o relato de alguns antimicrobianos causarem altera¢des hematolégicas (Kuter et al.,
2001). O cefuroxima esta associado com diminui¢des de hemoglobina e hematdécrito além de leucopenia
(Glaxo et al,, 1999).

Neu et al. (1992) relatam que a maioria dos efeitos hematoldgicos sdo dose dependente e
reversiveis quando o tratamento é interrompido. Estas alteracées hematopoiéticas incluem: citélise
direta, a destruicdo imunomediada, genotoxicidade e inibigdo da sintese de proteina mitocondrial.

Tabela 3. Valores médios observados no estudo leucocitario de tilapias tratadas com diferentes
concentragoesde fosfomicina

TTO Linfécito Monécito Neutréfilo Trombdcito Leucécitos

TO BASAL 433394 14814 358948 201914 484104

T1 10mg 2dias 367864 15644 46314 180234 429814

10mg 4dias 340034 12744 333348C 192804 386114

10mg 8dias 369504 10474 17208¢ 220404 397194

10mg 12dias 358734 5904 996¢ 232834 374604

T2 20mg 2dias 300314 9014 317248C 206884 341044

20mg 4dias 244694 11014 2228A8C 227374 278004

20mg 8dias 244614 7984 230548C 210474 275644

20mg 12dias 269064 6954 17828¢ 160704 293844

T3 40mg 2dias 447434 15434 439248 290664 506794

40mg 4dias 494404 14414 345048¢ 276024 541594

40mg 8dias 340464 4884 1894ABC 206304 358544

40mg 12dias 405904 11634 17878¢ 185834 435414

DOSE 4,91%* 0,82ns 0,67ns 1,27ns 0,06ns
TEMPO 0,34ns 2,40ns 10,47** 0,64ns 4,98**
DOSE*TEMPO 0,37ns 0,77ns 0,95ns 1,23ns 1,06ns
Coef. Variagao 57,15 88,84 65,7 51,64 14,08

0 estudo leucocitario das tilapias ndo apresentaram alteragdes significativas quando comparadas
aos animais basals (Tabela 3). Entretanto, na comparacao entre peixes tratados verificou-se diminui¢do no
nimero de leucdcitos ao longo do tempo e peixes tratados com 20 mg apresentaram nimero menor de
leucdcitos em todos os periodos analisados.
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De acordo com Belo et al. (2013), a andlise do leucograma dos peixes representa uma ferramenta
de diagndstico e prognoéstico de condigdes morbidas. Em situagdes de intoxicagdo por compostos
quimicos, esses podem causar lesdes nos tecidos resultando em inflamacgao e alteracdes no leucograma. A
diminuicdo no numero de leucécitos sanguineos foi descrita com o uso de varios antimicrobianos,
incluindo a nafcilina, oxacilina, piperacilina, cefalexina, imipenem (Neu et al., 1992).

Os tratamentos com fosfomicina nas trés doses resultaram em altera¢cdes nos parametros
bioquimicos (Tabela 4). Aumentos significativos (p<0,05) nos valores de triglicerideos foram observados
ao longo do tratamento. O incremento sérico destes lipidios podem decorrer da mobilizacdo de reservas
teciduais para favorecer o metabolismo energético, resultantes de processos neoglicogénicos. Tais
achados sugerem que o aumento deste lipidio poderia estar associado ao metabolismo da fosfomicina nas
tilapias. Porém, pouca variacdo foi observada nos niveis sanguineos de glicose, fato que poderia auxiliar na
compreensao destas alteracdes metabolicas.

Tabela 4. Valores médios observados no estudo bioquimico sanguineo de tilapias tratadas com
diferentes concentracoes de fosfomicina.

TTO? Pl:l?(:te;;as Albumina Colesterol Triglicerideos Glicemia
TO BASAL 3,0048 0,738 100,5748 88,20PEF 69,304
10mg 2dias 2,7848 0,728 85,408 54,11F 77,104
10mg 4dias 3,044 0,788 87,228 150,67BCDE 81,404
o 10mg 8dias 3,214 0,788 95,008 215,608 76,804
10mg 12dias 3,154 0,788 95,308 206,808 73,604
20mg 2dias 2,498 0,758 98,118 60,63F 81,904
20mg 4dias 3,0048 0,768 87,118 145,11BCDE 85,334
b 20mg 8dias 3,164 0,748 88,408 109,20¢DEF 83,204
20mg 12dias 3,094 0,768 95,308 300,504 64,304
40mg 2dias 3,204 0,894 122,204 70,86EF 83,334
40mg 4dias 2,8048 0,7948 102,7548 112,20¢DEF 68,304
" 40mg 8dias 3,074 0,718 85,308 155,20B¢b 66,204
40mg 12dias 2,9848 0,768 100,8048 181,308¢ 62,704
DOSE 1,74ns 3,12* 7,85%* 3,14* 2,53ns
TEMPO 5,98** 109,13** 4,13** 50,25** 3,38*
DOSE*TEMPO 4,50** 7,03%* 4,68** 8,26** 1,15ns
Coef. Variagao 10,43 9,56 15,09 34,48 24,02

O tratamento com 20 e 40 mg de fosfomicina resultou em diminuicdo dos valores séricos de
colesterol (Tabela 4). O figado exerce papel biolégico importante no metabolismo deste lipidio e segundo
Oba et al. (2009), a diminuicdo do colesterol circulante pode ser resultante da biossintese de
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pregnenolona, que é precursora na sintese de cortisol, que por sua vez, estaria atuando sobre a fisiologia
do animal promovendo alteracdes metabdlicas. Nos peixes teledsteos, a biossintese de cortisol nas células
interrenais ocorre a partir da degradagdo metabdlica do colesterol (Tort, 2011), justificando os achados de
diminuic¢do deste lipideo.

De acordo com Mommsen et al,, (1999), processos neoglicogénicos resultantes da participacdo de
catecolaminas e glicocorticoides enddgenos durante a resposta ao estresse aumentam a demanda
metabdlica e consequentemente os valores séricos de triglicerideos e glicose. Isso justifica a variagao
encontrada nesse estudo, pois a diminui¢ao significa que ele estd sendo consumido para gerar energia e o
aumento subsequente, que o organismo esta desprendendo maior quantidade para a corrente sanguinea
para suprir a demanda.

Tilapias tratadas com 20 e 40 mg de fosfomicina apresentaram diminui¢ido dos valores séricos de
proteinas totais na fase inicial do tratamento, porém estes dados ndo foram significativos quando
comparados aos valores séricos observados nos animais basals. No entanto, observa-se aparente aumento
de albumina sérica na fase inicial do tratamento com 40 mg de fosfomicina. Segundo Belo et al. (2012), a
hiperalbuminemia é uma achado comumente associado a alteragdes no equilibrio liquido-eletrolitico,
sendo observado em animais com hemoconcentracdo. Estes resultados apresentam forte correlagdo aos
achados do estudo do eritrograma, pois estes animais apresentaram aumento nos valores de hematocrito.
Por outro lado, a redugio do total de proteinas no soro pode estar ligada a lesdo hepatica causada pelo uso
de farmaco (Nayak et al.,, 2004).

0 estudo da atividade enzimatica sérica de ALT, AST e FA das tilapias tratadas com as diferentes
doses de fosfomicina (Tabela 5) apresentou variacdes significativas dentro dos tratamentos, porém
quando comparadas aos animais do grupo basal nao se verificou alteracdes significativas, exceto na
atividade sérica de FA que apresentou diminuigio significativa na fase de recuperacdo dos tratamentos
(12dias).

Tabela 5. Valores médios observados no estudo bioquimico sanguineo de tilapias tratadas com
diferentes concentracoes de fosfomicina.

TTO ALT AST FA
TO BASAL 14,434 55,4448 59,6748
T1 10mg 2dias 8,334 63,5048 45,258¢C
10mg 4dias 11,114 27,118 60,0048
10mg 8dias 20,004 92,404 79,904
10mg 12dias 17,004 51,2048 36,20¢
T2 20mg 2dias 25,504 64,3848 54,228cC
20mg 4dias 23,564 42,0048 62,6748
20mg 8dias 12,224 59,3348 60,4048
20mg 12dias 19,004 40,8048 39,4458¢
T3 40mg 2dias 20,384 65,3348 59,0048
40mg 4dias 18,894 54,0048 48,908¢
40mg 8dias 19,004 40,5048 63,5048
40mg 12dias 13,004 52,4048 31,90¢
DOSE 2,32ns 0,32ns 0,94ns
TEMPO 0,14ns 2,28ns 23,46**
DOSE*TEMPO 2,42% 1,65ns 2,97*
Coef. Variacdo 59,91 71,55 27,26

Tilapias tratadas com fosfomicina apresentaram aumento nao significativo na quantidade de ALT
quando comparados aos valores apresentados por animais basals. Alteragdes nos valores séricos da
atividade desta enzima sdo geralmente observados em lesdes hepaticas reversiveis ou irreversiveis, por
citotoxicidade do hepatdcito ou por alteragdes na permeabilidade (Wills & Asha, 2006). E muitas vezes
estes achados sdo acompanhados de alteragdes nos valores séricos de AST.



30

Neste estudo, apenas animais tratados com 10 mg no tempo de 8dias (Tabela 5) apresentaram
aumento significativo da atividade enzimatica de AST quando comparado aos peixes do mesmo grupo
amostrados 4dias ap6s o inicio do tratamento, porém ambos os valores sdo estatisticamente semelhantes
aos valores de atividade enzimatica sérica apresentado pelos animais do grupo basal. Segundo El-Sayed et
al,, (2007) a atividades das enzimas no soro ALT e AST sdo também usados como um indicador de estresse
significativo. O aumento da ALT e AST sérica pode servir como biomarcador convencional de
hepatotoxicidade e lesdo de figado, branquias e rins (Venkateswara Rao, 2006).

As variag¢des nos valores observados na bioquimica sérica, Tabelas 4 e 5 sugerem altera¢des na
funcionalidade e citotoxicidade hepatica. Tais resultados apresentam forte correlagio com o estudo
histopatolégico do figado destes animais (Figura 3).

No estudo histopatoléogico dos tecidos hepaticos, verificou-se hipertrofia dos hepatdcitos e
desarranjos da arquitetura dos corddes hepdaticos 2dias apdés o inicio do tratamento. Estas lesdes
evoluiram para necrose dos hepatocitos em 8 e 12dias. Com o aumento da dose, as alteracdes ocorridas
nos 6rgdos foram mais severas, assim como no passar do tempo para cada tratamento, na maior parte das
laminas avaliadas os principais danos foram notados no tempo de 8dias.

A Figura 2 ilustra as variacdes médias observadas na andlise da creatinina sérica de tilapias
tratadas com fosfomicina. O estudo comparativo dos valores de creatinina de animais tratados com
fosfomicina revelou niveis séricos superiores aos observados nos peixes do grupo basal, demonstrando
alteracdo da capacidade renal de eliminacdo da mesma. Na patologia clinica, o aumento sérico da
creatinina pode estar relacionado a alteracdes e lesdes renais, associadas a perda da capacidade de
filtragdo glomerular (Pirarat et al.,, 2012).

2,2 -

1,6 -

48h 96h 192h 288h

=¢—controle 40mg ==he=80mg ==é=160mMmg

Fig 2. Valores médios e ANOVA observados na analise sérica de creatinina das
tilapias tratadas com fosfomicina. Médias seguidas por letras iguais ndo
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).



Fig 3. Fotomicrografia de corte histologico de figado de tilapias, O. niloticus, submetidas
a diferentes concentragdes de fosfomicina. A. Tratamento T1, 2dias, B.Tratamento
T2, 4dias e C. Tratamento T3, 8dias. Linha tracejada: perda da arquitetura dos
corddes hepaticos, seta preta: nicleo picnético, seta verde: degeneragdo hidrépica
com necrose de hepatdcitos, VC: veia centrolobular, seta branca: dilatagdo
sinosodide hepatica. Coloragdo H.E, aumento de 40x.
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Fig 4. Fotomicrografia em 40x de corte histolégico de rim de tilapias, O. niloticus, submetidas a
diferentes concentragdes de fosfomicina. A. Tratamento T1, 2dias, B. Tratamento T2, 4dias e C.
Tratamento T3, 8dias. A. Glomeruloesclerose difusa. Aderéncia do tufo glomerular ao folheto
parietal (seta negra), isquemia glomerular (estrela). Tubulo necrédtico (circulo), nucleos
picnéticos (seta branca), redu¢do limen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do
mesangio (seta verde) B. Glomerulonefrite membranosa com necrose tubular. Isquemia
glomerular (estrela), tibulos necréticos (circulo), nucleos picnoéticos (seta branca), redugio
Iimen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do mesangio (seta amarela), infiltrado
inflamatério (I) C. Glomerulonefrite membranosa com necrose tubular. Isquemia glomerular
(estrela), tibulos necroéticos (circulo), nicleos picnéticos (seta branca), redugio limen tubular
(seta vermelha), espessamento hialino do mesangio (seta verde), infiltrado inflamatdrio (I).
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Nas andlises histopatolégicas dos rins dos peixes (Figura 4), foram observadas lesdes de
glomeruloesclerose difusa com aparecimento de nucleos picnéticos em 2dias, chegando a necrose com
presenca de infiltrado inflamatério 8 e 12dias, corroborando os achados deletérios observados no
aumento dos niveis séricos de creatinina.

Os rins dos peixes desempenham um papel importante na manuteng¢io osmoética e na homeostase
do organismo. Além disso, os tecidos renais recebem grandes volumes de sangue servindo como uma
importante via de excrecdo de metabolitos de varios xenobidticos. Uma vez que os tecidos renais sdo
potencialmente e continuamente expostos a produtos quimicos téxicos, o risco de efeitos deletérios é alta
(Myers etal., 1993).

Outra analise importante que auxilia a interpretacdo destes achados refere-se ao estudo somatico
renal e hepatico. Altera¢des congestivas ou inflamatérias pela presenca de edema podem resultar em
aumento dos valores somaticos (Belo et al., 2012). Os valores observados no estudo dos indices
nefrossomatico (INS), indice nefrossomadtico cranial (INSC), indice hepatossomatico (IHS) e indice
esplenossomatico (IES) das tildpias tratadas com fosfomicina ndo diferiram significativamente (p>0,05)
quando comparados aos observados nos animais do grupo basal (Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios observados na analise somatica renal cranial e caudal (INS), hepatica
(IHS) e esplénica (IES) de tildpias tratadas com diferentes concentracdes de fosfomicina.

INDICES SOMATICOS

TTO? IHS IES INS INSC

TO BASAL 2,664 0,0644 0,1948¢ 0,274
T1 10mg 2dias 2,57A 0,0694 0,224 0,254
10mg 4dias 2,504 0,0534 0,1948C 0,2448

10mg 8dias 2,764 0,0594 0,138¢ 0,2048

10mg 12dias 2,534 0,0514 0,14AB¢ 0,224B

T2 20mg 2dias 2,754 0,0584 0,2045¢ 0,234B
20mg 4dias 2,764 0,054A 0,1948¢ 0,2448

20mg 8dias 2,884 0,054A 0,12¢ 0,188

20mg 12dias 2,624 0,0474 0,2148 0,244B

T3 40mg 2dias 2,644 0,0584 0,1948C 0,2048
40mg 4dias 2,564 0,0434 0,1948¢ 0,2348
40mg 8dias 2,534 0,0494 0,1448BC 0,2048
40mg 12dias 2,344 0,0394 0,18ABC 0,244B

DOSE 0,42ns 2,10ns 0,29ns 0,50*
TEMPO 2,13ns 2,47ns 9,95%* 5,91**
DOSE*TEMPO 4,12%* 0,15ns 1,31ns 1,28ns

Coef. Variacao 17,47 43,49 32,69 20,56
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Os estudos dos INS (indice nefrossomatico) e INSC revelaram aumento na fase inicial com 2dias,
seguido de diminuicdo gradativa até a coleta de 8dias, sendo notado o aumento nestes indices em todas as
doses no tempo de 12dias, retornando aos niveis observados no basal (Tabela 6).

O IHS (indice hepatossomatico) demonstrou interacio entre a dose e o tempo, assim sendo, na
dose de 10mg nio se nota nenhuma alteracdo expressiva, ja na dose de 80 mg ocorreu diminui¢cdo no
indice no tempo de 8dias retornando ao valor observado no basal em 12dias. Na dose de 40mg nota-se
diminuicdo constante ao longo do tempo, ndo demonstrando nenhuma tendéncia de retorno aos niveis
observados no basal mesmo apds o encerramento da administracdo da fosfomicina.

Singh e Reddy (1990) relataram comportamento similar ao do presente estudo para o IHS com o
valor do indice aumentado apds a exposi¢do ao xenobiotico, seguido de uma ligeira deplegio que persistiu
nos periodos posteriores de exposicdo, eles chegaram a conclusido de que os valores observados podem
ser devido a um mau funcionamento do figado. Téxicos podem influenciar o nimero de linfécitos,
viabilidade e indices de 6rgdos imunocompetentes em peixes (Arunkumar et al., 2000 e Fatima et al,
2001). As alteracoes no INSC foram observadas por Fournier (2000) em peixes, indicando uma situacdo
cronica de estresse e correlacionando a isso disturbios no sistema imunolégico dos peixes devido aos
efeitos toxicos de xenobioticos.

No estudo histopatolégicos do bago (Figura 5), a principal alteracdo notada tanto com o aumento
da dose, quanto com o passar do tempo, foram o aumento dos centros de melanomacroéfagos e
melanomacro6fagos livres.

Os Centros de melanomacréfagos sdo agrupamentos de células que contém pigmentos,
encontradas na matriz dos tecidos hematopoiéticos. Os macréfagos formam grandes agregados e sdo
maiores apds a atividade fagocitica de particulas celulares, pigmentos de melanina, granulos de
hemossiderina e residuos de lipofusccina (Agius, 1985)

Leknes et al,, (2007) sugeriu que os macro6fagos do rim e baco de platis (Xiphophorus maculatus),
podem ter papel importante na limpeza de macromoléculas e de particulas exdgenas presentes na
circulacdo. Foi evidenciado que os centros de melanomacréfagos (CMMs) possuem diferentes tipos de
pigmentos, sendo melanina, lipofuscina, e hemossiderina as mais comuns (Agius e Roberts, 2003).
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Fig 5. Fotomicrografia de corte histolégico de bago de tilapias, O. niloticus,
submetidas a diferentes concentracdes de fosfomicina. A. Tratamento T1,
2dias, B. Tratamento T2, 4dias e C. Tratamento T3, 8dias. Centro de
melanomacroéfagos (seta branca), melanomacroéfago livre (seta preta).
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O pH, a temperatura, o OD, e a condutividade apresentaram varia¢des ao longo do estudo,
conforme pode ser observado na Figura 6. A condutividade demonstrou diminuicdo nas aferi¢cdes do
periodo da tarde ao longo do experimento. Ao contrario o pH e o 0.D. sofreram aumentos.

210
—~ 205
O
= 200 +—
3
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3 190 - —m -
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1 2 3 4 1 2 3 4
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Fig 6. Valores médios observados no estudo de qualidade de agua de tildpias tratadas com
fosfomicina.
5. CONCLUSAO
Apesar de ndo causar mortalidade a formulagdo Fosfomicin C® nas doses testadas causou
alteragdes nos parametros fisiolégicos dos peixes. Portanto, serdo necessarios novos estudos para avaliar
o efeito da fosfomicina pura no organismo dos peixes.
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CAPITULO 4 - Avaliacio da eficacia terapéutica do antimicrobiano fosfomicina,
para o tratamento de Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae em tilapia

do Nilo (Oreochromis niloticus)
1Roberto Barbuio, 'Vanessa Pavesi de Faria, 2Marco Antonio de Andrade Belo, 3Claudinei da Cruz

ABSTRACT - Barbuio R,, Faria V.P., Belo M.A.A. & Cruz C., 2016. Estudo da seguranca clinica da fosfomicina
para tilapia (Oreochromis niloticus). Universidade Estadual Paulista, Rodovia Paulo Donato Castellane s/n,
Jaboticabal, SP 14884-900, Brasil. E-mail: betobarbuio@gmail.com

The objective of this study was to evaluate the therapeutic efficacy of the antimicrobial fosfomycin,
administered orally incorporated in the diet, for the treatment of aeromonose and streptococcosis in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). For this, two experimental trials with the therapeutic dose of 10 mg
fosfomycin / kg were conducted on experimentally challenged fish with live inoculations of Aeromonas
hydrophila and Streptococcus agalactiae and treated via feed for seven days, with material collections
being carried out in 2, 4, 8 and 12 days, thus obtaining two collections during administration and two after
administration of the drug. Ten healthy tilapia collected on day 2 of each study were used as baseline. In
the studies, 200 tilapia (+ 200g) were used, packed in 400 L tanks (n = 10 / tank). Both studies of
therapeutic efficacy of aeromonose and streptococcus demonstrated the effectiveness of this
antimicrobial administered through the ration, since in the analyzes of reisolamento of these
microorganisms after the experimental infections did not occur growth of them in liver, kidney, spleen
and brain samples of the fish treated with This drug when compared to infected and untreated groups in
which the number of colony forming units (CFU) were greater than 10 per plaque. Tilapia with A.
hydrophila infection showed microcytosis and lymphopenia, as well as thrombocytosis in the initial phase
of infection followed by thrombocytopenia. Liver and renal tissue damage corroborated the changes in
serum enzyme activity of ALT, AST, FA and creatinine, cholesterol and triglyceride levels. Tilapia with S.
agalactiae infection showed a decrease in the number of erythrocytes and percentage values of hematocrit
characterizing hemolysis, associated with lymphopenia, thrombocytopenia and neutrophilia in the initial
phase of infection. There was no correlation between liver and kidney tissue damage to serum ALT, AST,
AF, and creatinine levels. There was an increase in cholesterol and triglycerides, but in both studies the
pathological alterations were attenuated in fish treated with fosfomycin. However, the results of these
studies demonstrate the feasibility of using fosfomycin at a dose of 10 mg / kg for the control of
streptococcosis and aeromonose in tilapicultura.

INDEX TERMS: tilapicultura, antimicrobiano, aeromonose, streptococose
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RESUMO

Objetivou-se com o presente estudo avaliar a eficacia terapéutica do antimicrobiano fosfomicina,
administrado via oral incorporado na ragio, para o tratamento de aeromonose e streptococose em tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus). Para tal, foram delineados dois ensaios experimentais com a dose
terapéutica de 10 mg de fosfomicina/kg, foram conduzidos em peixes desafiados experimentalmente com
indculos vivos de Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae e tratados via ragdo durante sete dias,
sendo as coletas de material realizadas em 2, 4, 8 e 12 dias, obtendo-se assim duas coletas durante a
administracao e duas apds encerrada a administracido do firmaco. Como padrio basal foram utilizadas 10
tilapias sadias coletadas no dia 2 de cada estudo. Nos estudos foram utilizadas 200 tilapias (¥200g),
acondicionadas em tanques de 400 L (n=10/tanque). Ambos os estudos de eficacia terapéutica para
aeromonose e streptococose demonstraram a eficacia deste antimicrobiano administrado através da
ragdo, pois nas andlises de reisolamento destes microrganismos apds as infec¢des experimentais nido
ocorreram crescimento dos mesmos em amostras de figado, rim, baco e cérebro dos peixes tratados
quando comparados aos grupos infectados e ndo tratados nos quais o nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) foi de 7,6 * 2,4 por placa. Tilapias com infeccdo por A. hydrophila apresentaram
microcitose e linfopenia, assim como, trombocitose na fase inicial da infec¢do seguida de trombocitopenia.
Lesdes nos tecidos hepaticos e renais corroboraram as altera¢ées da atividade enzimatica sérica de ALT,
AST, FA e nos niveis de creatinina, colesterol e triglicerideos. Tildpias com infeccdo por S. agalactiae
apresentaram diminuicdo do numero de eritrocitos e dos valores percentuais de hematdcrito
caracterizando quadro de hemolise, associado a linfopenia, trombocitopenia e neutrofilia na fase inicial da
infeccdo. Nao se verificou correlacdo entre as lesdes nos tecidos hepaticos e renais aos valores séricos de
ALT, AST, FA e nos niveis de creatinina. Houve aumento de colesterol e triglicerideos, porém em ambos os
estudos as altera¢des patoldgicas foram atenuadas em peixes tratados com fosfomicina. Contudo, os
resultados destes estudos demonstram a viabilidade do uso da fosfomicina na dose 10 mg/kg para
controle da estreptococose e aeromonose na tilapicultura.

TERMOS DE INDEXA(,‘.[\O: tilapicultura, antimicrobiano, aeromonose, estreptococose.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura tem cada vez mais adquirido importincia no mercado mundial e em 2014 um
marco foi alcancado quando a contribuicdo da aquicultura para o fornecimento de peixe para consumo
humano ultrapassou pela primeira vez os peixes capturados na natureza (FAO, 2016).

Dada a produgao estavel de pesca de captura, desde o final dos anos 1980, a aquicultura tem sido
o gatilho para o impressionante crescimento da oferta de peixe para consumo humano. Enquanto a
aquicultura fornecia apenas 7% dos peixes para consumo humano, em 1974, esse percentual aumentou
para 26% em 1994 e 39% em 2004 (FAO, 2016).

O consumo de peixe per capita no mundo registrou um aumento de uma média de 9,9 kg em 1960
para 19,7 kg em 2013, com estimativas preliminares apontando para aumentar para mais de 20 kg, em
2014 e 2015 (FAO, 2016).

Em 2014, a produgao aquicola totalizou 73,8 milhdes de toneladas, com um valor estimado de
160.200 milhoes de dolares. Deste total, 49,8 milhdes de toneladas foram de peixes dsseos (FAO, 2016).

0 potencial do Brasil para o desenvolvimento da aquicultura é imenso, constituido por 8.400 Km
de costa maritima, 5.500.000 hectares de reservatdrios de aguas doces, aproximadamente 12% da agua
doce disponivel no planeta, além de clima extremamente favoravel, mao-de-obra abundante e crescente
demanda por pescado no mercado interno (MPA, 2010). Neste contexto, o cultivo mundial de algumas
espécies de peixes vem crescendo significativamente nos ultimos anos. Dentre estas, destacam-se as
tilapias, pois apresentam elevada precocidade e rusticidade, além também da sua carne ser altamente
apreciada pelo consumidor (MPA,2010).

A biomanipulacdo dos ecossistemas aquaticos com a maximizacdo dos recursos produtivos traz
consigo inimeros desafios, dentre os quais se destaca o basal sanitario das popula¢des de peixes. Em
geral, o aumento de espécimes por area, somado as praticas de manejo, resulta na ocorréncia do estresse,
condicao fisiologica responsavel por imunossuprimir os sistemas de defesa dos peixes, predispondo-os as
mais diversas enfermidades (Hirsch et al, 2006). Neste preceito, agentes etiolégicos que causam
aparentemente poucos danos as popula¢des de peixes em seu habitat natural, podem tornar-se agentes
precursores de doencas de grande importancia econdmica quando submetidos as condi¢des de criagdo
(Yousefian & Amiri, 2009).

Por outro lado, poucos sdo os antimicrobianos aprovados para o uso em aquicultura, de acordo
com FDA (Food and Drug Administration), 6rgao regulamentador do uso de drogas nos Estados Unidos,
apenas a oxitetraciclina, florfenicol e sulfadimetoxina associada com ormetropim podem ser adicionados a
racdo e usados no basal de enfermidades bacterianas em aquicultura (FDA, 2012). Neste contexto, o baixo
nivel de residuo na carcaga, seguranga clinica aos animais e ao ambiente aquatico sdo propriedades
importantes que devem estar associadas a eficacia no basal antimicrobiano, tornando extremamente
complexos os processos de aprovacgdo de novos farmacos (FDA, 2012).

De acordo com a Resolucdo XXVIII da 75° sessdo geral da comissdo internacional da OIE
(Organizacdo Mundial de Sanidade Animal) que define a lista de antimicrobianos de importdncia na
Medicina Veterinaria, a fosfomicina pode ser empregada no basal bacteriano de aves, suinos e bovinos,
apresentando grande potencial para o uso em peixes, no entanto, necessitando do delineamento de
protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos aquaticos (OIE, 2007). A fosfomicina é um
antimicrobiano que vem sendo empregado com sucesso na avicultura e suinocultura, administrado na
agua ou na racgdo dos animais, apresentando amplo espectro de agdo antimicrobiana (Gutierrez et al,,
2010). No entanto, outro fator extremamente relevante, quando se estuda a administracdo exdégena de
compostos farmacoldgicos, relaciona-se a inocuidade dos mesmos.

Partindo-se da importancia patogénica da aeromonose e estreptococose para a tilapicultura,
associado a necessidade de desenvolvimento de programas sanitdrios eficazes para controlar estas
enfermidades em plantéis aquicolas, o presente estudo tem por objetivos avaliar a eficicia terapéutica, do
antimicrobiano fosfomicina, para o tratamento de Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae em
tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fosfomicina - A fosfomicina é um antimicrobiano de largo espectro, tendo sido isolado pela

primeira vez por triagem de culturas em caldo de Streptomyces fradiae provenientes de amostras de solo
(Grif et al,, 2001). A fosfomicina é bactericida e inibe a biogénese da parede celular bacteriana por inativar
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a enzima UDP-N-acetilglucosamina-3-enolpiruviltransferase, também conhecida como mura (Brown et al,,
1995).

Esta enzima catalisa importante passo na biossintese de peptidioglicano, mediando a ligacio de
fosfoenolpiruvato (PEP) para o grupo 3'-hidroxila de UDP-N-acetilglucosamina. Esta porg¢ao de piruvato
fornece o ligante que uni a por¢do glicano ao peptideo na molécula do peptidioglicano. Portanto, a
fosfomicina é um andlogo que inibe a PEP Mura por alquilagdo de um residuo de cisteina do centro ativo e
este fArmaco entra na célula bacteriana por meio do transportador de glicerofosfato (Brown et al., 1995).

A fosfomicina é utilizada para o tratamento de infec¢des bacterianas resistentes a multiplas
drogas e isso tem chamado a atengio para este medicamento (Baylan, 2010). E razoavelmente soltivel em
agua (Bergogne-Berezin, 1987), fortemente polar e estavel em condi¢des de armazenamento (Raz, 2012).

A fosfomicina é principalmente excretada na urina por filtracdo glomerular e seu pico na urina
ocorre dentro de 4 horas apds a administragdo. Esta droga tem boa penetra¢io nos rins, parede da bexiga,
proéstata, vesiculas seminais e no liquido cefalorraquidiano (Kashanian et al., 2008; Williams et al., 2006).

Este antimicrobiano possui atividade antibacteriana ampla contra agentes patogénicos Gram-
positivos e Gram-negativos, sendo indicado para o tratamento de Escherichia coli, Pasteurella multocida,
Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e Streptococcus sp. em aves de postura e de corte (Gutierrez
et al, 2010) e em suinos (Soraci et al, 2011). Em outros mamiferos inclusive nos seres humanos, é
indicada também para o tratamento de infec¢des por Citrobacter, Proteus, Klebsiella, Enterobacter,
Serratia e Enterococcus spp. (Patel et al,, 1997).

2.2. Tilapicultura intensiva no Brasil - O crescente aumento na comercializagdo mundial das
tilapias, espécies de teledsteos do género Oreochromis, especialmente pelo aumento da produgio na China
e outros paises em desenvolvimento, como o Brasil (Hempel, 2002), transformou este grupo de peixes no
segundo mais importante para a aquicultura e o terceiro mais importado pelos EUA e Europa, depois
somente dos camardes marinhos e salmdes (Conroy e Conroy, 2004). Tal fato é resultante do potencial
fisiolégico reprodutivo e de adaptacdo destes animais, que apresentam elevada rusticidade, facil
domesticacdo e excelente valor agregado para a comercializa¢do, gerando perspectivas de se tornarem o
mais importante grupo de espécies aquicolas do século XXI (Fitzsimmons, 2000; Shelton, 2002).

De acordo com as estatisticas do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a producao de tilapias
representou cerca de 38% da producdo de pescado continental no Brasil no ano de 2010, sendo este
ciclideo o grupo de peixes mais criado. Neste contexto, destaca-se a espécie Oreochromis niloticus,
comumente chamada de “tilapia do Nilo”, de origem africana, oriunda da bacia do Rio Nilo, pertencente a
familia Cichlidae.

Para Zimmermann e Fitzsimmons (2004), no Brasil, a tilapicultura segue a mesma tendéncia
mundial, com predominio de tildpias nildticas ao invés de tildpias vermelhas, pois estas apresentam
crescimento mais rapido e um rendimento de filé superior quando comparadas as demais espécies de
tilapias.

Da mesma forma, as disputas por novos mercados, a concorréncia com outros paises neste inicio
das exportacdes, a necessidade de se desenvolver um mercado interno mais forte, bem como as novas
oportunidades de uma aquicultura intensiva, deverdo considerar os aspectos sanitarios na producio das
tilapias, através de manejos eficientes do sistema aquatico que visem melhorar nio somente a
produtividade, mas também proteger o consumidor e o meio ambiente (Zimmermann & Fitzsimmons,
2004).

2.3. Aeromonas hydrophila - A Aeromonas hydrophila é um bacilo gram-negativo aerébico que
possui flagelo mével, apresentando crescimento em meios simples e as colonias crescem de um a trés
milimetros de didametro a 25°C, durante 48 horas, sendo arredondadas brilhantes e de coloragdo creme
(Alexandrino et al., 2000).

Consideradas oportunistas, se manifestam em hospedeiros debilitados ou infectados por outros
patégenos (Dooley & Trust,1988; Merino et al,1995). Neste caso, o estresse, principalmente provocado
por condi¢des ambientais e fisiologicas adversas, é considerado um fator predisponente ao aparecimento
da doenca causada por esta bactéria (Merino et al., 1995).

Fatores de risco predisponentes incluem alteragdes bruscas de temperatura, elevadas densidades
de estocagem, poluicdo organica, hipéxia, entre outros. As aeromonas moéveis geralmente invadem feridas
na pele e estdo comumente associadas com infec¢des por fungos ou ectoparasitos (Noga, 1986). Fatores
produzidos pela bactéria, que podem facilitar o contdgio, sdo importantes elementos de viruléncia
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bacteriana. Dentre estes destacam-se as fimbrias, que facilitam a adesdo as células do hospedeiro
(Cipriano, 2001).

Os sinais clinicos caracteristicos da aeromonose sdo a septicemia hemorragica, petéquias
distribuidas por toda a superficie corporal do animal, anemia, corrosdo de nadadeira, ulceragdes oculares,
eritrodermatite, escamas protusas, exoftalmia e distensdo abdominal por ascite (Austin & Austin,1999;
Kirov et al.,2002).

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde, A. hydrophila é considerada uma doenca de veiculacio
hidrica para os seres humanos, apresentando grande importancia para a saude publica (Merino et al.,
1995). Em seres humanos, esta bactéria pode causar febre, dor abdominal, vomito, diarréias, meningite,
endocardite, septicemia, inflamagdo do tecido conjuntivo e sindrome urémica, além de infec¢des
respiratorias e intestinais, especialmente em individuos imunossuprimidos (Janda & Abbott, 1998).

2.4. Streptococcus agalactiae - O Streptococcus agalactiae é classificado como do grupo B
Lancefield apresentando células esféricas ou cubdides. Esta bactéria é Gram-positiva, catalase negativa e
unem-se em forma de pares ou cadeias. E imével, nio esporulada e anaerébia facultativa. Obtém energia
por meio da fermentacdo de carboidratos como a glicose (Hardie & Whiley, 1997).

Seu papel mais importante esta na capacidade de seus polissacarideos inibirem a fagocitose por
macrofagos e neutroéfilos do hospedeiro (Nizet, 2002), sendo o acido sialico fator essencial para a
patogenicidade, pois impede a deposicdo do componente C3b do sistema complemento, inibindo a
fagocitose (Jarva et al., 2003).

S3o bactérias oportunistas amplamente distribuidas no ambiente aquatico associadas a ma
qualidade da agua, manejo inadequado e condi¢des de criacdo intensiva, causando prejuizos importantes
para a aquicultura mundial (Bunch & Bejerano, 1997).

Nos peixes, o quadro clinico principal é a meningoencefalite acompanhada de anorexia, natacdo
erratica com movimentos giratdrios na superficie da d4gua e escurecimento da pele. Macroscopicamente
encontram-se hemorragias cutaneas difusas em todo o corpo. Outras consequéncias sdo esplenomegalia,
ascite e septicemia (Shoemaker & Klesius, 1997; Plumb, 1999). Histologicamente ocorre severa
inflamagdo granulomatosa, necrose, vacuolizacdo de hepatdcitos e congestdo esplénica (Evans et al,
2000).

3. OBJETIVOS

Objetivou-se com o presente estudo avaliar a eficacia terapéutica do antimicrobiano
fosfomicina, para o tratamento de aeromonose e streptococose em tilapias do Nilo, Oreochromis
niloticus, com a dose terapéutica de 10 mg de fosfomicina/kg.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Peixes e acondicionamento - Para o presente estudo, foram utilizadas tildpias do Nilo com
aproximadamente 200g de p.v. acondicionadas em tanques de alvenaria, com capacidade de 400L de agua,
abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, proveniente de pog¢o artesiano, com vazao de 1 L/min.
Apds o transporte para os tanques, os peixes foram aclimatados durante 15 dias para que a concentragio
plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltassem aos niveis basais. Nos primeiros trés dias de
aclimatacdo, os animais foram submetidos a banhos em solugdo de NaCl na concentragdo de 6,0 g/L
conforme descrito por Carneiro e Urbinati (2001). Receberam ra¢do comercial peletizada (32% de
proteina bruta). O arragoamento dos animais foi feito duas vezes ao dia, pela manhd e tarde,
correspondendo a 3% da biomassa dos tanques. A qualidade da agua foi determinada nos momentos da
alimentacdo, sendo a temperatura e concentra¢cdo de oxigénio dissolvido medidos pelo aparelho YSI,
modelo 55, e o pH e a condutividade elétrica pelo aparelho YSI, modelo 63.

Para o estudo de eficacia terapéutica foram utilizadas 200 tilapias do Nilo oriundas da mesma
desova, sendo acondicionadas 10 tilapias por tanque em 20 tanques, sendo 100 tilapias para o desafio com
S. agalactiae e 100 tilapias para o desafio com A. hydrophila.



45

4.2. Delineamento experimental - Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 20 tanques,
constituindo os dois ensaios experimentais, sendo amostrados 10 animais por grupo em diferentes
periodos conforme Tabela 1. No estudo de eficacia terapéutica, as tilapias foram anestesiadas para o
desafio bacteriano 24 horas ap6s o inicio do tratamento com fosfomicina.

Tabela 1. Distribuicio das tilapias no estudo de eficicia terapéutica

Ensaio de Seguranca Clinica Horas p6s-inicio do tratamento
Grupos Tratamentos 2 dias 4 dias 8 dias 12 dias
TO Basal n=10
T1 A. hydrophila + ndo tratado n=10 n=10 n=10 n=10
- ﬁ)sl}g;ir;c;ﬂl;/z}; tratado com 10mg de =10 n=10 n=10 n=10
T3 S. agalactiae + ndo tratado n=10 n=10 n=10 n=10
T4 tosemienarke n=10 n=10 n=10 g

TO - inoculagdo de solugdo fisiolégica 0,65%, T1, T2, T3 e T4 - 10mg de fosfomicina/Kg que equivale a 2000g de Fosfomicin
C®/tonelada de ragdo,

4.3. Padronizacio da ra¢cao com a adi¢cao de fosfomicina - As tilapias foram alimentadas com
dieta basal comercial (Fri Acqua Crescimento Tilapias), contendo 32% de proteina bruta. Nas dietas dos
animais dos tratamentos T2 e T4 foram adicionadas o antimicrobiano na proporg¢ao 2000g de Fosfomicina
C ® (Empresa OuroFino Agronegocio) por tonelada de ragdo. Para o preparo das dietas, a ragdo comercial
foi pesada e adicionou-se 2% de 6leo vegetal acrescido das respectivas quantidades de Fosfomicina C®, e
armazenada em sacos plasticos escuros, mantida a -16°C, até o momento do uso.

4.4. Anestesia dos peixes - Os peixes foram anestesiados por imersdo em solugdo aquosa de
benzocaina na proporg¢ao de 1:10.000 para seda¢do dos animais para captura no momento do desafio
bacteriano (estudo de eficicia) e 1:500 no momento da eutandsia. Inicialmente, a benzocaina foi diluida
em alcool 98° (0,1 g/mL), completando-se o volume para 1L conforme descrito por Wedemeyer (1970).
Apé6s o manuseio experimental, os animais foram novamente colocados em tanque com fluxo de agua
continuo e aeracdo.

4.5. Isolamento da Aeromonas hydrophila e infeccdo experimental - A cepa de Aeromonas
hydrophila que foi utilizada neste trabalho foi isolada de peixes naturalmente infectados.

Utilizou-se o meio de cultura TSB para crescimento da bactéria. Apds o crescimento, as colonias
caracteristicas foram repicadas em agar vermelho de fenol amido ampicilina para obten¢do de coldnias
puras e submetidas as provas bioquimicas para identificagdo da espécie. Apds estas foram semeadas em
meio liquido TSB e incubadas por 24 horas a 282C, o material foi centrifugado a 3.000 rpm/10 minutos,
em centrifuga clinica, desprezando-se o sobrenadante e a massa bacteriana precipitada foi diluida
seriadamente em solugdo salina (0,65%) esterilizada, até a obtencdo da concentragdo 3 x 10° unidades
formadoras de coldnia (UFC) de Aeromonas hydrophila, utilizando-se contagem em placas das dilui¢des
para chegar a tal valor. Foram realizados ensaios para estabelecimento da DL50 (dose letal que causa a
mortalidade de 50% dos animais) utilizando as concentragdes de 103-1015 UFC por peixe, sendo a DL50
estabelecida em 3 x 10° unidades formadoras de colénia (UFC). Com os peixes anestesiados, foi injetado 1
mL do inéculo de A. hydrophila na cavidade celomatica (Figura 1).
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Fig 1. Semeadura em meio de cultura (A), obtencdo do "pellet" por centrifugacdo (B) e in6culo (C)

4.6. Isolamento do Streptococcus agalactiae e infeccio experimental - A cepa de S. agalactiae
utilizada neste estudo foi isolada de peixes naturalmente infectados. A cepa foi mantida congelada a -80 °C
e no momento do uso, uma aliquota do isolado foi descongelada e o material semeado em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) em duplicata para incubacgdo a 282 C, durante 48 horas.

Ensaios para estabelecimento da DL50 (dose letal que causa a mortalidade de 50% dos animais)
foram conduzidos da mesma forma que a utilizada para a A. hydrophila utilizando as concentracdes de
103-1012 UFC por peixe, sendo a DL50 estabelecida em 1,0 x 108 UFC. Com os peixes anestesiados, foi
injetado o indculo de S. agalactiae na cavidade celomatica na dose de 1,0 x 108 UFC.

4.7. Avaliagoes comportamentais, sinais clinicos e mortalidade - Diariamente, os animais
foram examinados nos tanques quanto ao eventual aparecimento de alteragdes comportamentais, sinais
clinicos e mortalidade que pudessem resultar do desafio bacteriano, como: excitabilidade, letargia,
frequéncia respiratéria (batimento opercular), desorientagdo, hemorragias cutdneas, corrosdo de
nadadeira, ulceragdes oculares, exoftalmia, distensdo abdominal, alteragcdo na pigmentacdo dos tecidos,
entre outros.

4.8. Avaliacao hematoldgica - Foram colhidas amostras de sangue dos peixes por pungio de
vaso caudal 2, 4, 8 e 12 dias apds o desafio bacteriano.

A determinacgdo da contagem global de células vermelhas e brancas foram realizadas em camara
de Newbauer, utilizando a solugao de Natt e Herrick (1952) com diluente na proporc¢do de 1:100. Foram
realizadas a determinagdo do percentual de hematécrito em microcentrifuga e da quantidade de
hemoglobina circulante com reagente de Drabkin’s para leitura em comprimento de onda de 540nm e os
valores de volume corpuscular médio (VCM) foram obtidos pelo calculo VCM = (HT/HE)*10 e
concentra¢do hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo calculo CHCM = (HG/HT)*10.

4.9. Avaliacido do bioquimico sérico - Amostras de sangue colhidas sem anticoagulante foram
centrifugadas a 5.000 rpm por cinco minutos para obtencdo de soro. O estudo do bioquimico sérico de
aspartato aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alacalina (FA), gama
glutamiltransferase (GGT), proteinas totais, albumina, glicose, colesterol, triglicerideos e creatinina foram
determinadas enzimatica e colorimetricamente em analisador bioquimico semi-automatico (Modelo
LabQuest - Bioplus).

4.10. Avaliacio morfométrica e histopatoldgica dos drgaos - Apds a necropsia o figado, rim e
bago foram coletados para avaliagdo morfométrica que foi realizada de acordo com Weibel et al. (1969),
através da proporc¢do entre peso do 6rgio (PO) e peso corporal (PC) expressos como indice somatico
hepatico, renal e esplénico calculado pela férmula: indice somatico (IS) = PO X 100/PC.

Para os histopatolégicos foram avaliados figado, bago e rim. Imediatamente apds coletar um
fragmento de cada 6rgdo, os mesmos foram fixados em formol a 10 % e apds 24 horas os mesmos foram
transferidos para o alcool 70%. Foram, entdo, encaminhados para preparo das pegas no Laboratério de
Patologia Veterinaria, onde foram emblocados em parafina, cortados em espessura de 3um, e foram
corados em hematoxilina e eosina.
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4.11. Reisolamento dos patégenos - Amostras de figado, rim, baco e cérebro dos peixes foram
coletadas de forma asséptica. Para reisolamento de Streptococcus sp. foram semeadas placas em agar
sangue, incubadas a 27°C por 24 a 48 h. As colonias obtidas foram caracterizadas presuntivamente pelos
testes de Gram, catalase, oxidase e crescimento em agar Mac Conkey. Para estudo de Aeromonas sp. as
amostras foram incubadas em TSB e incubadas por 24 h a 28°C que foram repicadas em agar vermelho de
fenol-amido-ampicilina e selecionadas as coldnias sugestivas para Aeromonas sp. Foram feitos esfregacos
para coloracdo de Gram para selegdo e repicadas em TSI (incubadas a 28°C por 24h). As culturas com
reacdes acidas tanto na base como no bisel, com coloragdo amarelada, foram repicadas em TSA e foram
posteriormente submetidas as provas de motilidade e oxidase de acordo com Popoff (1984) (Figura 2).

Fig 2. Necropsia dos peixeé (A), "imprinting" dos drgdos nas placas (B) e crescimento colonias e selecdo
para testes bioquimicos (C).

4.12. Analise estatistica - Os dados experimentais foram submetidos a andlise de varidncia
através de delineamento inteiramente casualizado em parcela subdividida no tempo “Split Plot Design”,
tendo como tratamentos principais os grupos experimentais e as subparcelas os periodos experimentais,
utilizando-se o pacote estatistico SAS, pelo procedimento PROC GLM, versdo 9.3 (SAS, 2012). As
comparacgdes multiplas foram aferidas pelo Teste de Tukey ao nivel de 95% de confianca de acordo com
Snedecor e Cochran (1980).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo de Eficacia Terapéutica com Desafio por A. hydrophila - Tilapias tratadas com
fosfomicina e infectadas com A. hyrophila apresentaram melhora significativa no quadro hematolégico,
amenizando os efeitos deletérios da infec¢do (Tabela 2). A contagem global de eritrocitos aumentou
significativamente (p<0,05) nos peixes durante a aeromonose, porém este efeito foi amenizado pelo
tratamento com fosfomicina (T2). Na andlise do eritrograma, verificou-se que o hematécrito nao
apresentou alteragdes significativas com relacdo aos dois tratamentos (T1 - peixes ndo tratados e T2 -
peixes tratados), em contrapartida, se observou diminui¢do no volume corpuscular médio (VCM) das
hemacias dos peixes durante a aeromonose. Quando comparado aos animais basals apenas peixes nio
tratados com fosfomicina apresentaram diminui¢cdo significativa (p<0,05) no VCM. Peixes com
aeromonose apresentaram aumento ndo significativo na quantidade de hemoglobina e na concentragao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Os resultados da contagem global de eritrocitos, VCM, hemoglobina e CHCM confirmam as
alteragoes fisiopatolégicas comumente observadas no quadro hematoldgico resultante da infecgdo por A.
hydrophila. Alteragbes no equilibrio liquido eletrolitico durante a aeromonose foi observada por Moraes et
al. (2011).
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Tabela 2. Valores médios observados no estudo hematolégico de tilapias infectadas com A.
hydrophila e tratadas com 10mg/Kg de p.v. de fosfomicina.

Eritrécitos Hematdcrito Hemoglobina VCM CHCM

TEMPO TTO? (x106/pL) (%) (g/dL) (fL) (g/dL)

TO(basal) 1,328 35,754 8,75A 280,954 24,674

2dias 11 1,564 34,904 9,281 226,878 26,644

T2 1,534 37,154 9,261 243,3648 25,114

4dias 11 1,46A 35,554 8,904 246,5948 25,144

T2 1,474 33,604 8,744 232,2448 26,104

8dias 11 1,554 33,504 8,564 220,298 25,624

T2 1,454 34,454 9,024 239,1348 26,294

12dias 11 1,654 36,334 9,284 221,048 25,674

T2 1,424 35,604 9,464 251,6348 26,784

TRAT 0.12NS 0,17NS 0,05NS 0,34NS 0,55NS

TEMPO 1.78NS 1,2NS 0,42NS 1,39NS 0.98NS

TRAT*TEMPO 2.04NS 1,8NS 4,58%* 1,62NS 1,06NS
Coef. Variacdo 12.31 10,02 7,42 13,46 8

O leucograma das tildpias ndo apresentou variacdes significativas quando comparados aos
animais basals (Tabela 3). Entretanto, peixes com aeromonose e ndo tratados com fosfomicina (T1)
apresentaram aumento significativo no nimero de linfécitos com 2 DPI (Dias Pés Infeccdo). As populagdes
de linfécitos assumem papel essencial na iniciacdo e regulacdo da resposta inflamatéria, uma vez que
participam na ativacdo de outras células através da liberacdo de citocinas. Estas atuam sobre os
receptores especificos para a transmissdo de sinais para determinar a sua atividade, proliferacdo,
diferenciacdo, quimiotaxia e apoptose (Lieschke e Trede, 2009).

Tabela 3. Valores médios observados no estudo leucocitario de tilapias infectadas com A.
hydrophila e tratadas com 10mg/Kg de p.v. de fosfomicina.

TEMPO TTO? Leucocitos Linfécito Mondcito Neutrofilo Trombécito
TO(basal) 321994 2952748 5054 21664 1993548
2dias 11 342014 329824 8004 20364 2219548
T2 279844 2450448 7144 27654 313534
4dias 11 282954 2599748 6704 1628% 14873
T2 299674 2721048 6544 17544 162618
8dias 11 312134 2737048 1181 24574 2330048
T2 266814 2334148 7354 26044 2450048
12dias 11 228424 202978 5464 19984 1663848
T2 245814 2256048 5674 14534 116988
TRAT 3,36ns 4,89* 0,11ns 0,06ns 0,99ns
TEMPO 2,32ns 2,75% 1,60ns 1,97ns 9,03**
TRAT*TEMPO 0,24ns 0,31ns 0,66ns 0,28ns 0,97ns

Coef. Variacédo 30,71 31,49 84,8 68,6 45,85
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Segundo Belo et al, (2014) pacus (Piaractus mesopotamicus) criados em alta densidade
mostraram uma significativa linfocitopenia, provavelmente devido ao estresse, tal como descrito por
Fujimoto et al., 2005 e Fujimoto et al., 2007. Padgett e Glaser (2003) correlacionaram a contagem de baixa
de linfécitos aos elevados niveis de cortisol.

Os trombdcitos de peixes tratados com fosfomicina apresentaram um aumento 2 DPI e
diminuic¢do significativa em 4 e 12 DPI para os dois tratamentos. Os trombocitos nos peixes teledsteos
apresentam fun¢des importantes no processo de coagulacdo sanguinea (Belo et al, 2013) e segundo
alguns autores estas células possuem capacidade fagocitica e teriam papel importante na imunidade inata
(Tavares-Dias et al., 2007; Reque et al., 2010; Claudiano et al., 2013). Portanto o aumento de trombdcitos
circulantes pode ser devido ao fato de as lesGes causadas pelas bactérias aumentarem a demanda dessses
para a cicatrizacdo e a diminuigdo por estes terem migrado para os sitios inflamatérios.

Outro fato que justifica a trombocitopenia em peixes sdo os altos niveis de glucocorticoides
(Clauss et al. 2008). Durante a fase aguda da resposta inflamatdria, foi observada reducao de trombdcitos
no exsudato de pacus tratados com dexametasona, que é classificada como um glucocorticéide de acado
longa (Claudiano et al,, 2013).

0 estudo bioquimico sérico das tilapias revelou alteracdes significativas nos niveis circulantes
de albumina, triglicerideos e colesterol nos peixes infectados com A. hydrophila e ndo tratados (T1)
quando comparados aos animais tratados (T2) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios observados no estudo bioquimico sanguineo de tilapias infectadas
com A. hydrophila e tratadas com 10mg/Kg de p.v. fosfomicina

TEMPO TTO? Pl:l?(:te;;as Albumina Colesterol  Triglicerideos Glicemia
TO(basal) 2,884 0,718¢ 87,408 86,22¢ 65,804
2 dias T1 3,234 0,844BC 100,8048 183,304 62,904
T2 3,144 0,844BC 98,008 87,60¢ 58,304
4 dias T1 3,054 0,904 110,3848 145,5048¢ 61,604
T2 3,034 0,804EC 98,6348 152,67A8¢ 57,204
8 dias T1 3,234 0,868 89,448 148,2248¢ 77,00
T2 2,924 0,70¢ 88,308 95,708¢ 67,604
12 dias T1 2,98 0,8148¢ 122,204 156,808 61,004
T2 3,194 0,79ABC 87,608 120,7848C 57,604
TRAT 0,19ns 4,83* 1,88ns 1,22ns 2,78ns
TEMPO 1,81ns 2,69ns 9,07** 9,32%* 2,27ns
TRAT*TEMPO 1,05ns 2,40ns 2,26ns 1,35ns 1,04ns
Coef. Variacao 10,47 13,47 16,26 35,53 24,61

As andlises de proteina total e glicemia ndo demonstraram variagdes significativas (p>0,05)
entre os peixes submetidos aos diferentes tratamentos quando comparados aos valores médios
observados nas tilapias basals ndo infectadas. Tilapias ndo tratadas (T1) apresentaram aumento de
albumina ao longo do estudo, tendo o seu pico 4 DPI e sendo significativo (p<0,05) quando comparado aos
valores séricos desta proteina em animais do grupo basal e peixes tratados com fosfomicina (8 DPI).

Segundo Belo et al. (2012b), a hiperalbuminemia é uma achado comumente associado a
alterac¢des no equilibrio liquido-eletrolitico. Estes resultados apresentam forte correlacdo aos achados do
estudo do eritrograma, pois estes animais apresentaram diminui¢do no volume corpuscular médio das
hemacias.

O tratamento com fosfomicina amenizou as alteragdes observadas nos niveis séricos de
albumina dos peixes durante a aeromonose. Este antimicrobiano atenuou os efeitos da aeromonose sobre
os niveis séricos de triglicerideos e colesterol, mantendo valores circulantes préximos aos observados em
animais basals nao infectados.



50

0 figado exerce papel biologico importante no metabolismo destes lipidios (Belo et al., 2012b).
As condicdes de estresse podem influenciar significativamente a concentracdo plasmatica de triglicerideos
(Wandelaar-Bonga 1997). O incremento sérico de triglicerideos podem decorrer da mobilizacdo de
reservas teciduais por favorecer o metabolismo energético, resultantes de processos neoglicogénicos.

A diminuicdo do colesterol circulante pode ser resultante da biossintese de pregnenolona, que é
precursora na sintese de cortisol, que por sua vez, estaria atuando sobre a fisiologia do animal
promovendo alteragdes metabolicas (Oba et al., 2009). Nos peixes teledsteos, a biossintese de cortisol nas
células interrenais ocorre a partir da degradacdo metabdlica do colesterol (Tort, 2011), justificando o
aumento deste lipideo durante a infec¢do por A. hydrophila.

Na analise da bioquimica sérica da atividade enzimatica de ALT, AST e FA, verificou-se que a
infecgdo por A. hydrophila em tilapias resultou em aumento significativo (p<0,05) nos valores de FA, assim
como, aumento nos niveis séricos de AST (Tabela 5), porém nao se observou variag¢des significativas na
atividade enzimatica de ALT.

O aumento da atividade enzimatica de AST ocorre em casos de citotoxicidade hepatica ou
altera¢des de permeabilidade do hepatécito em lesdes reversiveis ou irreversiveis (Belo et al.,, 2012b),
enquanto casos de aumento de fosfatase alcalina sdo observados em alterag¢des colestaticas (Wills & Asha,
2006).

Tabela 5. Valores médios observados no estudo bioquimico sanguineo (dosagens de
ALT, AST, FA e Creatinina) de tilapias infectadas com A. hydrophila e tratadas com
10mg/Kg de p.v. fosfomicina

TEMPO TTO ALT AST FA Creatinina
TO(basal) 11,1 26,04 35,60C 0,845¢
Z dias T1 13,34 37,44 54,894 0,984
T2 15,04 26,44 39,508C 0,82¢
4 dias T1 15,04 40,34 47,2948BC 1,0348¢
T2 13,34 18,94 52,004 0,80¢
8 dias T1 17,04 34,74 54,884 1,104BC
T2 11,14 20,04 39,675 0,82¢
12dias 11 15,04 41,84 42,9048C 1,364
T2 17,04 29,24 50,0048 1,3448
TRAT 0,38ns 0,02ns 0,63ns 9,35%*
TEMPO 0,56ns 3,97* 11,80%* 3,60*
TRAT*TEMPO 1,71ns 0,72ns 0,28ns 2,21ns
Coef. Variacao 41,98 60,21 18,07 35,49

O estudo comparativo dos valores séricos de creatinina de animais com aeromonose e nio
tratados com fosfomicina revelou niveis séricos superiores aos observados nos peixes do grupo basal,
demonstrando alteracdo da capacidade renal de eliminacdo da mesma.

De acordo com Pirarat et al. (2012) o aumento sérico da creatinina pode ocorrer em casos de
alteracdes e lesdes renais, associadas a perda da capacidade de filtracdo glomerular, portanto, a
capacidade de eliminacdo deste metabdlito endégeno é realizado para avaliacdo e determina¢do da
funcionalidade dos rins. O estudo histopatolégico dos tecidos hepaticos e renais corroboram as alteragdes
bioquimicas séricas observadas nas tilapias com aeromonose (Figuras 3 e 4).



51

Fig 3. Fotomicrografia de corte histolégico de figado de tilapias, O. niloticus, desafiadas com Aeromonas
hydrophila e tratadas com 10mg/p.v. fosfomicina. A. Tratamento T1, 2 dias, B. Tratamento T2, 2
dias, C. Tratamento T1, 4 dias, D. Tratamento T2, 4 dias, E. Tratamento T1, 8 dias, F. Tratamento
T2, 8 dias, G. Tratamento T1, 12 dias, H. Tratamento T2, 1Basal. Linha tracejada: perda da
arquitetura dos corddes hepaticos, seta preta: nicleo picnético seta verde: degeneracio hidrépica
com necrose de hepatdcitos, VC: veia centrolobular, seta branca: dilatagdo sinoséide hepatica.
Coloragdo H.E, aumento de 40x.
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Fig 4. Fotomicrografia de corte histoldgico de rim de tilapias, O. niloticus, desafiadas com Aeromonas
hydrophila e tratadas com 10mg/p.v. fosfomicina A. Tratamento T1, 2 dias, B. Tratamento T2, 2 dias, C.
Tratamento T1, 4 dias, D. Tratamento T2, 4 dias, E. Tratamento T1, 8 dias, F. Tratamento T2, 8 dias, G.
Tratamento T1, 12 dias, H. Tratamento T2, 1Basal. Coloracdo H.E, aumento de 40x. Aderéncia do tufo
glomerular ao folheto parietal (seta negra), isquemia glomerular (estrela). Tibulo necrético (circulo),
nucleos picnoéticos (seta branca), reducdo limen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do
mesangio (seta amarela) B. Glomerulonefrite membranosa com necrose tubular. Isquemia glomerular
(estrela), tibulos necréticos (circulo), nucleos picnoéticos (seta branca), redugdo limen tubular (seta
vermelha), espessamento hialino do mesangio (seta amarela), infiltrado inflamatério (I) C.
Glomerulonefrite membranosa com necrose tubular. Isquemia glomerular (estrela), tibulos necréticos
(circulo), nucleos picnéticos (seta branca), reducdo limen tubular (seta vermelha), espessamento
hialino do mesangio (seta amarela), infiltrado inflamatério (I), retragdo glomerular (seta amarela).
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0 estudo histopatoldgico do tecido hepatico das tildpias com infeccdo por A. hyrophila revelou
alteragdes na perda da arquitetura dos corddes hepaticos, hepatdcitos com nucleo picnético e
degeneracdo hidrépica com necrose (Figura 3). Estas altera¢des foram amenizadas em peixes tratados
com fosfomicina. Tais resultados confirmam as observacdes de alteragdes nas concentracdes de atividade
enzimatica sérica de AST e FA. Da mesma forma, se constatou na analise histopatolégica dos rins caudais
isquemia glomerular, com tdbulos necréticos e com reducao do limen tubular e espessamento hialino de
areas mesangiais, associados a infiltrados de células inflamatérias (Figura 4). Tais achados corroboram as
altera¢des de aumento significativo dos valores de creatinina destes animais.

Analises somaticas do tecido hepatico demonstraram aumento significativo no tamanho do figado
dos peixes de animais com aeromonose quando comparados aos tamanhos dos figados de peixes basals,
porém o tratamento com fosfomicina atenuou estas alteragdes (Tabela 6). O INSC apresentou diminuicdo
12 DPI e ndo se observou alteragdes significativas no IES.

Tabela 6. Valores médios observados na analise somatica renal cranial e caudal (INS),
hepatica (IHS) e esplénica (IES) de tilapias infectadas com A.hydrophila e tratadas com
10mg/Kg de p.v. fosfomicina.

TEMPO TTO IHS IES INS INSC
TO(basal) 2,008 0,0634 0,19448 0,26648
2 dias T1 2,884 0,0634 0,17948 0,26848
T2 2,6148 0,0534 0,19648 0,24948
4 dias T1 2,4748 0,065 0,18748 0,23948
T2 2,158 0,0694 0,18148 0,1698¢
8 dias T1 2,4448 0,0674 0,1678 0,26148
T2 2,4348 0,0564 0,19648 0,2814
12 dias T1 2,4248 0,0674 0,2294 0,2218
T2 2,228 0,0494 0,18948 0,161¢
TRAT 2,57ns 0,25ns 0,84ns Ons
TEMPO 4,49%* 0,97ns 2,08ns 31,26%*
TRAT*TEMPO 1,36ns 1,10ns 1,24ns 1,72ns
Coef. Variagdo 17,66 39.98 24,34 16

0 estudo histopatolégico dos tecidos esplénicos apresentou alteragdes apenas na formacio
centros de melanomacroéfagos (Figura 5) quando se compara os diferentes grupos experimentais, no
entanto, analises morfométricas e colorimétricas devem ser realizadas para elucidar a diferenca entre os
mesmos.



Fig 5. Fotomicrografia de corte histolégico de baco de tilapias, 0. niloticus, desafiadas com Aeromonas hydrophila e
tratadas com 10mg/p.v. fosfomicina. A. Tratamento T1, 2 dias, B. Tratamento T2, 2 dias, C. Tratamento T1, 4
dias, D. Tratamento T2, 4 dias, E. Tratamento T1, 8 dias, F. Tratamento T2, 8 dias, G. Tratamento T1, 12 dias,
H. Tratamento T2, 1Basal. Colora H.E, aumento de 40x. Centro de melanomacréfagos (seta branca),
melanomacroéfago livre (seta preta).




55

Em casos de alteragdes congestivas e inflamatoérias agudas nos tecidos hepaticos podem resultar
no aumento somatico do figado. Estes resultados corroboram os achados bioquimicos e histopatolégicos,
confirmando o comprometimento do figado na patogenia da aeromonose, sendo que estes efeitos
deletérios foram amenizados pelo tratamento com fosfomicina. Além do mais, o estudo de reisolamento
bacteriano realizado apés o periodo experimental comprovou a eficacia do antimicrobiano fosfomicina na
dose de 10 mg/kg de peso vivo, pois ndo ocorreu crescimento de A. hydrophila em amostras de figado, rim,
baco e cérebro dos peixes tratados com este fArmaco quando comparados aos grupos infectados e nao
tratados.

5. 2. Estudo de Eficacia Terapéutica com Desafio por S. agalactiae - Tilapias infectadas com S.
agalactae apresentaram alterac¢des significativas no quadro hematolégico na fase inicial da infec¢do 2 DP],
com diminuicdo do nimero de eritrdcitos e diminuicdo do hematdcrito, mantendo os valores de VCM e
CHCM proéximos aos observados em animais basals (Tabela 7). A contagem de eritrécitos diminuiu
significativamente (p<0,05) nos peixes durante a estreptococose, porém este efeito foi amenizado pelo
tratamento com fosfomicina, j& com 4 DPI. De acordo com Tille (2014), Streptococcus agalactiae
(Estreptococos do grupo B) é beta-hemolitico e a producdo do fator CAMP favorece sinergicamente a agio
da B-hemolisina na indugdo de hemdlise.

Entretanto, ocorreu diminuicdo do percentual de hematocrito associado a diminui¢do do volume
corpuscular dos eritrdcitos 8 DPI. A microcitose com normocromia tem sido relatada em casos de nefrite
cronica, alteragdes do equilibrio liquido-eletrolitico, deficiéncias proteicas, com o uso de antimicrobianos,
doencas hemoliticas, entre outros (Kerr, 2003). Ambos os grupos de peixes infectados apresentaram
melhora no quadro hematolégico 12 DPI.

Tabela 7. Valores médios observados no estudo hematologico de tilapias infectadas com S.
agalactiae e tratadas com 10mg/Kg de p.v. de fosfomicina.

Eritrécitos Hematdcrito Hemoglobina VCM CHCM

TEMPO TTO (x106/pL) (%) (g/dL) (fL) (g/dL)
TO (basal) 2,5448 42,84 8,9348 168,748 21,388

2 dias T3 2,3148 35,38 8,268 154,148 23,4548

T4 2,218 34,88 8,548 161,048 24,5148

4 dias T3 2,568 43,91 8,798 173,24 20,958
T4 2,614 37,748 9,984 144,348 27,684

8 dias T3 2,234 32,3 8,055 147,048 25,0348

T4 2,484 338 8,398 134,48 25,4348

12 dias T3 2,5348 3818 9,328 157,04 24,574

T4 2,368 37,848 9,1648 163,448 24,368

TRAT 0,09ns 5,27* 0,38ns 1,38ns 0,68ns
TEMPO 3,99% 8,70%* 6,59%* 1,32ns 2,50ns
TRAT*TEMPO 2,97* 1,10ns 1,26ns 2,17ns 2,82+
Coef. Variagdo 11,65 13,5 12,49 18,25 15,24

0 leucograma das tildpias apresentou variagdes significativas quando comparados aos animais
basals, pois os peixes infectados por S. agalactiae apresentaram diminuicdo significativa no nimero total
de leucécitos 2 DPI, sendo estes achados fortemente influenciados pela diminui¢io do ntimero de
linfécitos circulantes (Tabela 8). Entretanto, peixes com estreptococose e tratados com fosfomicina (T4)
apresentaram aumento significativo no ndimero de linfécitos com 4 DPIL. As popula¢des de linfocitos
assumem papel essencial na iniciacdo e regulacdo da resposta inflamatéria, uma vez que participam na
ativacdo de outras células através da liberacdo de citocinas. Estas atuam sobre os receptores especificos
para a transmissdo de sinais para determinar a sua atividade, proliferacdo, diferenciacio, quimiotaxia e
apoptose (Lieschke e Trede, 2009).
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Padgett e Glaser (2003) correlacionaram a baixa contagem de linfécitos aos elevados niveis de
cortisol em peixes submetidos a estresse.

Tabela 8. Valores médios observados no estudo leucocitario de tilapias infectadas com S.
agalactiae e tratadas com 10mg/Kg de p.v. fosfomicina.

TEMPO TTO? Leucodcitos Linfécitos Monocitos Neutroéfilos Trombaocitos
(b::al) 6598448 6378948 11344 10608 2441748
2 dias T3 295040 263600 4660 267748 159498
T4 37653 343590 10794 221448 184058
4 dias T3 542708C 52168A8C 6314 14708 2237448
T4 755234 702854 10494 41884 3232548
8 dias T3 401780 363390 6234 321548 2280248
T4 513088 479778 9494 238148 362094
12 dias T3 553974BC 527814BC 11114 150448 2333748
T4  495478CD 470258CD 5844 193848 2494148
TRAT 0,00ns 0,01ns 0,00ns 0,96ns 2,70ns
TEMPO 13,35%* 14,37** 1,39ns 3,54* 2,33ns
TRAT*TEMPO 7,33 6,64 1,43ns 2,64ns 3,60*
Coef. Variagdo 28,74 29,64 88,03 73,9 50,27

Nao se observou variacoes significativas nas populagdes circulantes de mondcitos entre os
diferentes grupos de peixes durante todo o estudo. No entanto, verificou-se aumento no nimero de
neutréfilos em todos os periodos analisados, sendo estatisticamente superiores aos valores médios
observados nas contagens dos animais basals 4 DPI. Peixes com estreptococose apresentaram diminuigao
do nimero de trombdcitos circulantes 2 DPI, e recuperacdo dos valores basais nos outros periodos
analisados (4, 8 e 12 DPI). A trombocitopenia foi descrita em peixes com altos niveis de glucocorticéides
(Clauss et al,, 2008) e segundo Claudiano et al. (2013), durante a fase aguda da resposta inflamatoria, foi
observada reducdo de trombdcitos no exsudato de pacus tratados com dexametasona, que é classificada
como um glucocorticéide de acido longa.

Tilapias tratadas com fosfomicina apresentaram maior nimero de trombdcitos ao longo de todo
o estudo. De acordo com Belo et al (2013), os trombdcitos nos peixes teledsteos apresentam funcgodes
importantes no processo de coagulacdo sanguinea, além de possuir capacidade fagocitica, exercendo papel
importante na imunidade inata (Tavares-Dias et al., 2007; Reque et al.,, 2010; Claudiano et al., 2013).
Estudos que buscam compreender a fisiopatologia da rea¢io inflamatéria na aerocistite infecciosa por S.
agalactiae tem observado aumento circulante de trombdcitos e o seu acimulo no sitio inflamado na fase
mais aguda da resposta de defesa (Castro et al,, 2014).

O estudo bioquimico sérico das tilapias revelou alteragdes significativas nos niveis circulantes
de albumina, triglicerideos e colesterol nos peixes infectados com S. agalactiae e nao tratados (T3) quando
comparados aos animais tratados (T4) (Tabela 9).
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Tabela 9. Valores médios observados no estudo bioquimico sanguineo de tilapias infectadas com S.
agalactiae e tratadas com 10mg/Kg de p.v. fosfomicina.

TEMPO TTO Pl';)(:f;?sas Albumina Colesterol Triglicerideos Glicemia

TO (basal) 3,7 04EC 0,928 147,28¢ 45,1¢ 64,34

2 dias T3 3,448¢ 0,9948 118,20 122,548 56,44
T4 3,8548C 1,0348 136,08C 89,04EC 56,84

4 dias T3 3,984 1,0448 185,04 100,648¢ 58,74
T4 3,6248C 1,008 98,00 76,38¢ 62,94

8 dias T3 3,28¢ 0,9948 124,28BCD 145,748 57,64
T4 3,30° 1,0148 116,160 125,748 63,24

12 dias T3 3,968 1,164 160,348 155,34 60,14
T4 3,694 1,0148 112,70 100,6A8C 61,5

TRAT 3,20ns 0,44ns 1,04ns 10,18** 0,33ns
TEMPO 7,61%* 1,72ns 23,13%* 3,78% 0,45ns
TRAT*TEMPO 2,05ns 0,69ns 2,79* 0,44ns 0,25ns
Coef. Variagao 10,9 17,1 18,04 44,27 22,68

As andlises de proteina total e glicemia ndo demonstraram variacdes significativas (p>0,05)
entre os peixes submetidos aos diferentes tratamentos quando comparados aos valores médios
observados nas tildpias basals ndo infectadas. Diminui¢do nos valores séricos de proteina total foi
observados em peixes com estreptococose 8 DPIL. Tildpias ndo tratadas com fosfomicina (T3)
apresentaram aumento (p<0,05) significativo de albumina 12 DPI quando comparados aos valores séricos
em animais do grupo basal. A hiperalbuminemia é uma achado clinico comumente associado a altera¢des
do equilibrio liquido-eletrolitico (Belo et al., 2012).

O tratamento com fosfomicina atenuou os efeitos da estreptococose sobre os niveis séricos de
triglicerideos e colesterol, mantendo valores circulantes mais préximos aos observados em animais basals
(Tabela 9). Segundo Belo et al. (2012a), o figado exerce papel bioldgico importante no metabolismo destes
lipideos. Durante o estresse, picos de catecolaminas e cortisol participam de processos gliconeogénicos
importantes para o aumento da disponibilidade de energia, através de estimulos de lipdlise mediadas por
receptores beta-adrenérgicos ocorre incremento sérico de triglicerideos (Wandelaar-Bonga 1997; Jaines
etal, 2015b).

O figado participa do processo de biossintese do colesterol circulante, e de acordo com Tort
(2011) as células interrenais produzem cortisol a partir da degradacdo metabdlica do colesterol, que por
sua vez, estaria atuando sobre a fisiologia do animal promovendo alteracdes metabdlicas (Oba et al,,
2009), justificando o aumento deste lipideo durante a infec¢do por S.agalactiae.

Na andlise da bioquimica sérica da atividade enziméatica de ALT, AST e FA, ndo se observou
alteracgdes significativas resultantes da infec¢do por S. agalactiae e/ou resultantes do tratamento com
fosfomicina quando comparadas aos peixes basals (Tabela 10), Esses resultados sugerem que nao ocorreu
citotoxicidade hepatica e colestase, pois de acordo com Belo et al. (2012b), nos casos de ocorrencia dessas
patogenias, ocorre o aumento da atividade enzimatica sérica de ALT, AST

0 estudo comparativo dos valores de creatinina de animais com estreptococose revelou niveis
séricos inferiores aos observados nos peixes do grupo basal (Tabela 10), ndo demonstrando alteracées na
funcionalidade e capacidade renal. Tendo em vista que a creatinina é utilizada para avaliagdo e
determinagdo da funcionalidade dos rins, e de acordo com Pirarat et al. (2012).
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Tabela 10. Valores médios observados no estudo bioquimico sanguineo (dosagens de
ALT, AST, FA e Creatinina) de tilapias infectadas com S. agactiae e tratadas com 10mg/Kg
de p.v. fosfomicina

TEMPO TTO? ALT AST FA Creatinina

TO (basal) 16,1 40,64 58,24 2,3848

2 dias T3 12,24 34,74 44,548 1,49¢
T4 10,94 29,34 4048 2,04ABC

4 dias T3 16,14 35,14 30,58 2,484
T4 11,94 22,24 53,348 1,568¢

8 dias T3 13,74 24,24 42,508 1,50¢
T4 10,24 17,74 47,618 1,7448C
12 dias T3 11,1 33,44 31,58 2,228
T4 12,94 23,04 58,94 1,51¢

TRAT 0,45ns 2,01ns 0,74ns 1,39ns
TEMPO 1,27ns 1,92ns 8,17** 9,49%*
TRAT*TEMPO 1,62ns 0,59ns 0,38ns 0,34ns
Coef. Variagao 39,6 58,83 33,74 30,75

O estudo histopatolégico do tecido hepatico das tilapias com infeccdo por S. agalactiae revelou
alteragdes na perda da arquitetura dos corddes hepaticos, hepatdcitos com ntcleo picnético e
degeneracdo hidrépica com necrose (Figura 6). Estas alteragdes foram amenizadas em peixes tratados
com fosfomicina. Da mesma forma, se constatou na andlise histopatolégica dos rins caudais isquemia
glomerular, com tibulos necroéticos e com reducdo do limen tubular e espessamento hialino de areas
mesangiais, associados a infiltrados de células inflamatérias (Figura 7). Diferentemente do estudo da
infeccdo por A.hydrophila, as lesGes hepaticas e renais observadas no figado e rins caudais de peixes
infectados com S.agalactiae ndo apresentaram correlagdo aos achados bioquimicos.

O estudo histopatolégico dos tecidos esplénicos apresentou alteragées apenas na formacdo
centros de melanomacroéfagos (Figura 8).



Fig 6. Fotomicrografia de corte histolégico de figado de tilapias, O. niloticus, desafiadas com
Streptococcus agalactiae e tratadas com 10mg/p.v. fosfomicina. A. Tratamento T3, 2 dias, B.
Tratamento T4, 2 dias, C. Tratamento T3, 4 dias, D. Tratamento T4, 4 dias, E. Tratamento T3, 8 dias, F.
Tratamento T4, 8 dias, G. Tratamento T3, 12 dias, H. Tratamento T4, 1Basal. Linha tracejada: perda
da arquitetura dos corddes hepaticos, seta preta: nucleo picndtico seta verde: degeneragio
hidrépica com necrose de hepatocitos, VC: veia centrolobular, seta branca: dilatagdo sinoséide
hepatica. Coloragdo H.E, aumento de 40x
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Fig 7: Fotomlcrografla de corte hlstologlco de rim de tilapias, 0. niloticus, desafiadas com Streptococcus agalactzae e
tratadas com 10mg/p.v. fosfomicina. A. Tratamento T3, 2 dias, B. Tratamento T4, 2 dias, C. Tratamento T3, 4
dias, D. Tratamento T4, 4 dias, E. Tratamento T3, 8 dias, F. Tratamento T4, 8 dias, G. Tratamento T3, 12 dias, H.
Tratamento T4, 1Basal. Coloracdo H.E, aumento de 40x. Aderéncia do tufo glomerular ao folheto parietal (seta
negra), isquemia glomerular (estrela). Tubulo necrético (circulo), nicleos picnéticos (seta branca), reducio
Iimen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do mesangio (seta amarela) B. Glomerulonefrite
membranosa com necrose tubular. Isquemia glomerular (estrela), tibulos necréticos (circulo), nicleos
picndticos (seta branca), reducdo limen tubular (seta vermelha), espessamento hialino do mesangio (seta
amarela), infiltrado inflamatério (I) C. Glomerulonefrite membranosa com necrose tubular. Isquemia glomerular
(estrela), tibulos necréticos (circulo), nicleos picnéticos (seta branca), redugdo limen tubular (seta vermelha),
espessamento hialino do mesangio (seta amarela), infiltrado inflamatério (I), retracdo glomerular (seta
amarela).
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Fig 8: Fotomicrografia de corte histologico de bago de tilapias, O. niloticus, desafiada eptococcus
agalactiae e tratadas com 10mg/p.v. fosfomicina. A. Tratamento T3, 2 dias, B. Tratamento T4, 2 dias, C.
Tratamento T3, 4 dias, D. Tratamento T4, 4 dias, E. Tratamento T3, 8 dias, F. Tratamento T4, 8 dias, G.

Tratamento T3, 12 dias, H. Tratamento T4, 1Basal. Coloracio H.E, aumento de 40x. Centro de
melanomacroéfagos (seta branca), melanomacroéfago livre (seta preta).
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Os valores observados no estudo dos indices nefrossomaticos craniais (INSC), indices
hepatossomaticos (IHS) e indices esplenossomaticos (IES) das tilapias tratadas com estreptococose nio
diferiram significativamente (p>0,05) quando comparados aos observados nos animais do grupo basal
(Tabela 11). O Unico indice somatico que apresentou alteragio significativa foi os indices nefrossomaticos
(INS) que mostraram reducdo 2 DPI e aumento com 4 DPI quando comparado aos valores obtidos de
animais basals.

Tabela 11. Valores médios observados na analise somatica renal cranial e caudal
(INS), hepatica (IHS) e esplénica (IES) de tilapias infectadas com S. agalactiae e
tratadas com 10mg/Kg de p.v. fosfomicina.

TEMPO  ppq2 IHS IES INS INSC
TO (basal) 2,004 0,154 0,27A8 0,204

2 dias T3 2,140 0,084 0,17¢ 0,184
T4 2,304 0,074 0,195¢ 0,224

4 dias T3 2,30 0,164 0,294 0,21
T4 2,124 0,084 0,23A8¢ 0,214

8 dias T3 2,264 0,114 0,188¢ 0,194
T4 2,474 0,064 0,214 0,214

12 dias T3 2,424 0,094 0,198¢ 0,204
T4 2,414 0,094 0,188¢ 0,204

TRAT 3,05ns 0,14ns 3,80ns 0,07ns
TEMPO 0,72ns 1,92ns 3,48* 0,93ns
TRAT*TEMPO 0,16ns 1,64ns 3,24* 0,09ns
Coef. Variagdo 19,67 81,36 31,73 20,51

Em casos de alteragdes congestivas e inflamatoérias agudas nos tecidos renais podem resultar no
aumento somatico deste drgdo. Estes resultados corroboram os achados histopatoldgicos, confirmando o
comprometimento renal na patogenia da estreptococose, sendo que estes efeitos deletérios foram
amenizados pelo tratamento com fosfomicina. Além do mais, o estudo de reisolamento bacteriano
realizado ap6s o periodo experimental comprovou a eficacia do antimicrobiano fosfomicina na dose de 10
mg/kg de peso vivo, pois ndo ocorreu crescimento de S. agalactiae em amostras de figado, rim, bago e
cérebro dos peixes tratados com este fairmaco quando comparados aos grupos infectados e ndo tratados.

6. CONCLUSAO

O antimicrobiano fosfomicina foi eficaz para o controle das duas espécies de bactérias A. hydrophila e S.
agalactiae utilizadas nestes estudos, sendo necessarios outros estudos para o ajuste da concentragio ideal
a ser utilizada em campo e do periodo residual deste antimicrobiano.
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