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RESUMO

As algas verdes marinhas s&o consideradas uma das bioreservas mais ricas do
mundo, compostas por inUmeros compostos bioativos com propriedades versateis e
multiplas atividades, que podem ser usadas na aquicultura como imunoestimulantes,
antioxidantes e bactericidas contra bactérias potencialmente patogénicas para 0s
peixes. Os testes in vitro avaliaram a susceptibilidade das principais bactérias
patogénicas para peixes nativos, indicando que 9.375 mg/mL do extrato apresenta
atividade bactericida para a Flavobacterium oreochromis e bacteriostatico para as
demais cepas testadas. Posteriormente, foi avaliado o efeito do uso do extrato de Ulva
lactuca nos parametros bioquimicos e hematoldgicos, assim como a resposta celular
a inflamacéo induzida na bexiga natat6ria por F. oreochromis em uma espécie nativa,
em diferentes tempos de coleta. O extrato foi adicionado em ragdo comercial,
separando quatro tratamentos: 10g/kg (extrato / racéo), 20g/kg, 30g/kg e controle
(racdo ndo suplementada). Os materiais foram coletados em seis tempos: OH — antes
da inducao, 3H — trés horas ap0s inducao da inflamacéo, 6H, 12H, 24H e 48H. Dos
componentes celulares presentes no sangue e no infiltrado inflamatério, apenas os
trombdcitos apresentaram diferencas significativas, principalmente nos peixes
alimentados com 20g/kg de U. lactuca. As alteracdes histolégicas sdo condizentes
com quadros hemorragicos e de inflamagcé@o. Nas analises biogquimicas, fosfatase
alcalina, colesterol, triglicérides e albumina apresentaram interacfes entre tempo pés
inducao e tratamentos. De modo geral, a inclusdo da macroalga ndo impacta de forma
negativa na saude do animal, mas o estudo carece de mais dados para comprovar a
influéncia da macroalga na resposta inflamatéria dos pacus.

Palavras-chave: alga, atividade antimicrobiana, bactérias, columnariose, peixes,
inflamacéo, pacu.



ABSTRACT

Marine green algae are one of the richest bioreserves in the world, composed of
bioactive compounds with versatile properties and multiple activities, which can be
used in aquaculture as immunostimulants, antioxidants and bactericides against
potentially pathogenic bacteria for fish. The in vitro tests evaluated the susceptibility of
the main pathogenic bacteria for Brazilian’s native fish, indicating that 9,375 mg/mL of
the extract has bactericidal activity against Flavobacterium oreochromis and
bacteriostatic for the other strains assessed. Subsequently, the effect of using Ulva
lactuca extract on biochemical and hematological parameters was evaluated, as well
as the cellular response to inflammation induced in the swim bladder by F. oreochromis
in a native species, at different collection times. The extract was added to commercial
feed, separating four treatments: 10g/kg (extract / feed), 20g/kg, 30g/kg and control
(non-supplemented feed). The materials were collected at six times: OH — before
induction, 3H — three hours after inflammation induction, 6H, 12H, 24H and 48H. Of
the cellular components present in the blood and in the inflammatory infiltrate, only
thrombocytes showed significant differences, mainly in fish fed with 20g/kg of U.
lactuca. Histological alterations are consistent with hemorrhagic and inflammation
conditions. In biochemical analyses, alkaline phosphatase, cholesterol, triglycerides,
and albumin showed interactions between post induction time and treatments. In
general, the inclusion of macroalgae does not negatively impact the health of the
animal, but the study lacks more data to prove the influence of macroalgae on the

inflammatory response of pacus.

Kay-words: algae, antimicrobial activity, bacteria, columnariosis, fish, inflammation,

pacu.



REVISAO DE LITERATURA

1.1 Producéo de peixes no Brasil

As projecdes de crescimento populacional indicam que a demanda por
alimentos crescerd exponencialmente, principalmente em paises em
desenvolvimento. Hoje,89% da producdo de animais aquéticos € destinada ao
consumo humano (FAO, 2022) e considerando o territdrio nacional, o Brasil é
considerado um importante produtor de alimentos devido ao seu potencial de
expansdo na producdo agricola e pecuaria (SAATH; FACHINELLO, 2018). A
pandemia de COVID-19 impactou a produg¢do aquicola mundial, pela redug¢do do
comeércio e da captura extrativista, e os efeitos s6 foram atenuados porque a producéao
em cativeiro se manteve estavel (FAO, 2022). Mesmo assim, houve uma reducéo na
producdo de organismos aquaticos durante os periodos de 2018-2020 quando
comparado ao periodo de 2010-2018 (FAO, 2022).

Em 2019, o continente americano registrou uma producdo um pouco maior do
gue quatro milhdes de toneladas de peixes, crustaceos e moluscos, totalizando quase
20 milhdes de ddlares. Estes numeros tornam a América segunda colocada no ranking
de produtores, atras apenas da Asia. Neste mesmo ano, o Brasil participou com a
producdo de mais de 600 mil toneladas de organismos aquaticos, arrecadando quase
1,2 milhdes de délares (FAO, 2021). A producéo de algas ainda € menos explorada
pelos paises americanos, registrando aproximadamente 23 toneladas e totalizando
mais de 61 milh8es de doélares (FAO, 2021).

Em 2020, a aquicultura brasileira gerou 5,9 milhdes de reais. A grande
responsavel por este montante foi a tilapia (2,3 milhées), seguida pelo camaréo (1,3
milh&o) e pelas espécies de peixes nativos, que juntas somam 1,5 milhdo (IBGE,
2020). Algumas espécies se destacam em determinadas regides brasileiras, como o
tambacu, o pacu, a patinga e a tambatinga na regidao Centro-oeste; o camaréo e a
tilapia-do-Nilo no Nordeste; o tambaqui, 0 pirarucu, o pacu e a patinga na regido Norte;
a tilapia, o pacu e o lambari na regido Sudeste e a tilapia-do-Nilo na regido Sul (IBGE,
2020). A producédo de plantas aquaticas em territorio brasileiro ndo apresenta a
mesma significancia em quantidade produzida e valor gerado, em relacdo as demais
espécies de organismos aquaticos, posicionando o Brasil no 22° no ranking de paises
produtores em 2019 (FAO, 2021).



Considerando as estimativas de crescimento populacional, o Brasil se destaca
como um dos maiores produtores de alimentos, tanto de origem vegetal quanto de
origem animal — especialmente seu potencial para aquicultura; espera-se que o
gigante sul-americano assuma um papel de protagonista. Para isso, € necessario
incentivar e inovar o desenvolvimento da cadeia produtiva de peixes (SCHULTER,;
VIEIRA-FILHO, 2017).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie nativa da bacia do rio
Parana. A sobrepesca da espécie tem impactado os ecossistemas de agua doce pois
a espécie € um dos responsaveis pela dispersdo de sementes, auxiliando na
regeneracao da vegetacdo. Além de sementes, eles podem se alimentar de folhas,
caules, flores, frutos. Havendo necessidade, insetos, aracnideos, moluscos e peixes
menores também servem de alimento. As desovas ocorrem na estacao chuvosa, entre
outubro e dezembro, quando ha uma abundancia de alimentos nas areas alagadas. A
temperatura pode afetar a engorda do pacu em cativeiro, sendo toleravel até 22°C e
uma oscilacao térmica média de 6°C. O monitoramento da qualidade da &gua, uso de
uma dieta balanceada e emprego de aeracdo mecéanica podem otimizar o
desempenho produtivo desta espécie. O pacu consegue tolerar concentracdes de
oxigénio dissolvido de até 3mg/L 0,025mg/L de amdnia ndo ionizada e pH entre 6,5 e
9,0 (URBINATI; TAKAHASHI, 2020).

O sistema semi-intensivo € um dos principais utilizado por produtores de peixes
redondos, como o pacu, devido seu baixo custo operacional, mas pode apresentar
baixa produtividade por hectare. Pacu juvenil criado em sistema de bioflocos
apresenta um desempenho produtivo maior do que juvenil criado em sistema de
recirculacdo (SGNAULIN et al.,, 2021). A densidade de estocagem deve ser
considerada para determinar a viabilidade da engorda do pacu em sistemas de
tanques-rede, sendo que menores densidades apresentam maior desempenho
(MACIEL et al., 2021; URBINATI; TAKAHASHI, 2020). O desenvolvimento da cadeia
produtiva de peixes é impedido em parte por entraves econémicos como a burocracia
no licenciamento ambiental, a falta de investimentos no desenvolvimento de novas
tecnologias e qualificacdo de mao de obra e alta carga tributaria (SCHULTER; VIEIRA-
FILHO, 2017).



1.2 Flavobacterium oreochromis na piscicultura

Dentre os patdgenos que acometem o pacu, destacam-se as bacterioses
causadas por Aeromonas veronii, A. hydrophila, A. dhakensis, Citrobacter freundii,
Edwardsiella tarda, Pseudomonas putida, Streptococcus spp., Vibrio fluvialis e
Flavobacterium columnare. Estas bacterioses sao responséveis por grandes prejuizos

na producdo de espécies nativas.

Pouco se sabe sobre a patogenia destas doencas no organismo de peixes
nativos, o que dificulta o desenvolvimento de tratamentos para controle de surtos e
sua prevencao (FERREIRA et al., 2022).

A F. columnare, responsavel pela columnariose ou doenca da sela ou coluna,
€ uma bactéria estritamente aerdbica, Gram-negativa, produtora de sulfeto de
hidrogénio, capaz de degradar polissacarideos complexos presentes no tecido
conjuntivo. Esta distribuida por todo o mundo, sendo parte da microbiota de peixes de
agua doce, bem como da agua da producéo. Um peixe morto por columnariose pode
se tornar uma fonte de infeccdo com maior potencial do que um peixe vivo, porém
este peixe que sobreviveu ao surto pode se tornar um portador saudavel, transmitindo
a bactéria para outros hospedeiros susceptiveis. Além disso, est4 bactéria pode
sobreviver no ambiente aquatico em determinadas condi¢des fisicas e quimicas. A
matéria organica presente no sedimento possui nutrientes suficientes para a
sobrevivéncia da bactéria no ambiente, sendo possivel um novo surto em uma
determinada propriedade. Quando a F. columnare ndo estd no hospedeiro, ela
modifica a morfologia da colénia para uma forma menos virulenta para poupar energia
(DECLERCQ et al., 2013).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas das colénias de Flavobacterium spp. Fonte: LAANTO et al.,
2012.



O avanco das técnicas moleculares permitiu uma melhor caracterizacdo dos
grupos genéticos da F. columnare, classificando-a em trés dos quatro grupos como
espécies diferentes através dos distintos perfis de &cidos graxos, MALDI-TOF,
susceptibilidade a hospedeiros e viruléncia. Filogeneticamente, o grupo 1 se
caracteriza como F. columnare, o0 grupo 2 se aproxima da Flavobacterium covae, 0
grupo 3 se aproxima da Flavobacterium davisii e o grupo 4 se aproxima da
Flavobacterium oreochromis. Embora a disperséo destes grupos ao redor do mundo
seja um problema para peixes de producao e néo de vida livre, o grupo 4 foi descrito
apenas na América Latina e Asia (LAFRENTZ et al., 2022).

Ferreira et al. (2022) observaram que no Brasil ha uma nova cepa de F.
columnare (hoje denominada de F. oreochromis) circulando no pais, mais virulenta e
resistente a baixas temperaturas. Em estudo de patogenicidade realizado para o pacu,
a cepa, anteriormente isolada de tilapia-do-Nilo se mostrou altamente patogénica em
doses baixas (1x102, 1x10* e 1x10° UFC/ml com mortalidade de 50, 75 e 87,5%) para
esta espécie nativa, o que pode ser um problema (transmissdo da doenca),
principalmente para as espécies nativas que coabitam o mesmo ambiente das tilapias

produzidas principalmente em tanques-rede.

A columnariose é caracterizada por lesdes ulcerativas em branquias, pele e
nadadeiras dos peixes, possibilitando infec¢cdes secundarias por outros patdgenos.
Os sinais clinicos dependem da temperatura da agua, idade do hospedeiro e da
viruléncia da estirpe bacteriana. Estirpes com menor viruléncia, com temperatura da
agua acima de 21°C, podem provocar uma infec¢éo progressiva e danos severos aos
tecidos de peixes jovens antes da morte. Estirpes mais virulentas podem provocar
infecgdes fulminantes, com alta mortalidade e sem danos severos aos tecidos de
peixes jovens. As lesbes sdo mais severas e agudas durante a fase juvenil de
desenvolvimento do hospedeiro. Durante a fase adulta, a doenca pode ser aguda,
subaguda ou crénica, sendo que a forma aguda ou subaguda é marcada por lesdes
necroéticas amareladas nas branquias, evoluindo para total destruicdo do 6rgdo. Na
fase cronica, as lesées demoram mais para aparecer, surgindo préximas a nadadeira
dorsal, circundadas por um alo avermelhado, podendo evoluir para completa
deterioracdo da nadadeira. E possivel a ocorréncia de Ulceras na mucosa oral, sendo

esta lesdo mais letal do que lesdes na pele, uma vez que dificulta a alimentacao do



peixe, resultando em anorexia e agravamento do quadro geral de saude do
hospedeiro (DECLERCQ et al., 2013).

Figura 2. Piaractus mesopotamicus apresentando lesdes cutén.eas compativeis com columanariose.
Fonte: arquivo pessoal.

No Brasil, alguns grupos de pesquisadores isolaram a F. columnare em tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) (FIGUEIREDO et al., 2005) e em quatro espécies
tropicais (PILARSKI et al., 2008). Pilarski et al. (2008) demostraram que a alta
temperatura da dgua pode estar relacionada com a ocorréncia de lesdes externas e
aumento da mortalidade dos peixes. Portanto, presume-se que esta bactéria é de
extrema importancia para piscicultura nacional, uma vez que as principais espécies
de interesse comercial podem ser afetadas nas épocas que as condi¢des climéticas
favorecerem o0s surtos, ou seja, na primavera e verdo, ocasionando mortalidade e

grandes prejuizos econémicos.

A F. columnare pode apresentar resisténcia antimicrobiana geneticamente
adquirida. Mutacdes em genes girase estdo relacionados com a resisténcia a
quinolonas de primeira e segunda geracado em cepas isoladas de trutas e carpas, que
também expressaram o gene tetA de resisténcia a tetraciclina com resisténcia
fenotipica a oxitetraciclina (DECLERCQ et al., 2021).

Além da resisténcia aos antimicrobianos, o tempo residual dos medicamentos
na carne dos pescados também gera preocupacdes com a saude humana. Estas
guestbes levaram alguns paises a proibirem o0 uso de antimicrobianos como
moduladores de produtividade. Desta forma, os aditivos funcionais nas ragdes sao
alternativas interessantes para reduzir o uso de antimicrobianos na aquicultura

mundial.
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1.3 Uso da Ulva lactuca para peixes de producao

Aditivos funcionais séo ingredientes ndo nutritivos incluidos na formulacéo da
racdo, com a finalidade de melhorar a qualidade da racdo e/ou a saude dos animais.
A imunoestimulagdo promovida pelos aditivos funcionais ocorre através da ativagao
direta do sistema imunolégico ou através da microbiota nativa dos intestinos,
resultando em uma melhor atividade fagocitaria, ativacdo de macréfagos, ativacéo do
sistema complemento, atividade da lisozima, recrutamento leucocitério, entre outros
parametros. Os imunoestimulantes sdGo compostos naturais que estimulam o sistema
imune do hospedeiro. Séo classificados pela origem, modo de acédo e pela via de
administracdo (RODRIGUEZ-ESTRADA; RANZANI-PAIVA, 2019).

As macroalgas apresentam um grande potencial como aditivo funcional devido
a variedade de compostos de interesse para a industria farmacéutica, cosmética e
alimenticia. A Ulva lactuca € uma espécie de macroalga que desperta interesse da
industria devido sua composi¢ao quimica: 60% de carboidratos, 10-47% de proteinas,
1-3% de lipideos e 7-38% de minerais. Os principais compostos bioativos desta alga
séo os fendlicos, pigmentos (carotendides e clorofila) e polissacarideos (ulvana). Os
compostos fendlicos apresentam atividade antialérgica e determinadas concentracfes
de polifendis podem prevenir obesidade e sindrome metabdlica. Os carotenoides
possuem atividade anti-inflamatéria e antioxidante devido a habilidade de neutralizar
radicais livres (PAPPOU et al., 2022).

Os polissacarideos presentes na U. lactuca variam de 15 a 65% da massa seca.
O principal polissacarideo bioativo € a ulvana, polissacarideo sulfatado composto por
ramnose, acido urdnico, xilose e glucanos. A ulvana apresenta atividade antiviral,
antioxidante, antitumoral, anticoagulante, anti-hiperlipidémico, hepatoprotetor,
imunoestimulante (PAPPOU et al., 2022), antioxidante (PAPPOU et al.,, 2022;
SUNDARI; WIJAYA, 2021) e anti-inflamatoria (MO’O et al., 2020; SUNDARI; WIJAYA,
2021).

Alguns estudos avaliaram a utilizacdo do género Ulva spp. como aditivo na
racdo para organismos aquaticos para promover maior desempenho produtivo e
performance digestiva e saude (THARAKA et al., 2020). Cruz-Suarez et al. (2009)

compararam a adicao de U. clathrata, Macrocystis pyrifera e Ascophyllum nodosum
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na racao de Litopenaeus vannamei (camarao-branco-do-pacifico), observando que os
animais que receberam racdo suplementada com U. clathrata tiveram maior
crescimento e hidro estabilidade dos pellets. A inclusdo de 5% de U. lactuca na dieta
de juvenis de Lutjanus stellatus (pargo-pintado) contribuiu com o maior crescimento e

higidez dos peixes devido a atividade antioxidante e saude hepatica (ZHU et al., 2016).

A suplementacdo de 50 g/kg de Ulva lactuca na dieta da roncadeira-austral
(Argyrosomus japonicus) é recomendada, pois essa dose ndo ocasiona efeitos
negativos no desempenho produtivo e na utilizagdo do alimento. Estudos
hematoldgicos e bioquimicos também demonstraram que essa dose é segura e nao

causa efeitos adversos na fisiologia desta espécie (MADIBANA et al., 2017).

THARAKA et al. (2020) alimentaram o falso-alabote-japonés (Paralichthys
olivaceus) durante 12 semanas com uma combinacdo de algas em p6 (Ulva lactuca,
alface do mar e alga vermelha) incluidas na racdo com baixa quantidade de proteina
(44%) e observaram que a inclusdo desta combinacdo mostrou efeitos positivos em
todos os parametros avaliados (similares ou superiores ao grupo alimentado com
racdo contendo alta quantidade de proteina na dieta - 55%), como maior desempenho
produtivo, utilizacdo do alimento, digestibilidade, numero de células caliciformes e
vilosidades intestinais. A resposta imune nao especifica também foi superior nos
peixes alimentados com a combinacdo de algas, principalmente a lisozima,
imunoglobulinas, anti-protease, superoxido dismutase e catalase, além de maior

sobrevivéncia apos desafio com a bactéria Edwardsiella tarda.

Pesquisadores avaliaram a composicao da Ulva lactuca e alimentaram tilapia-
do-Nilo com uma combinac¢éo da alga com probiéticos e L-carnitina e observaram que
0s peixes alimentados com essa combinacgdo tiveram maior quantidade de células
vermelhas, maior valor de hematdcrito, de leucécitos, provavelmente devido a maior
guantidade de carboidratos complexos e polissacarideos presentes na alga. Este
estudo também concluiu que a alga é rica em proteina (22%) e nutricionalmente
superior as plantas terrestres, provendo proteina de qualidade tanto para peixes

quanto para humanos (EL-MESSALAMY et al., 2021).

Na Tunisia, pesquisadores avaliaram a composi¢ao quimica e as propriedades
funcionais da U. lactuca e verificaram que esta espécie € uma boa fonte de fibra

alimentar, sendo a hemicelulose a por¢cdo mais abundante, além de ser rica em
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proteinas e acidos graxos poliinsaturados, como os acidos oleicos, linoleicos e
linolénicos. Entretanto, o teor de metais pesados das algas retiradas da regido costeira
daquele pais impede o consumo humano, mas ndo impede a extragdo dos compostos

especificos como a ulvana (polissacarideo sulfatado) (YAICH et al., 2011).

Os efeitos anti-inflamatérios da ulvana s&o vasculares, atuando na via da
bradicinina (MO’'O et al., 2020). As proteases de mastécitos ativados lizam as
proteinas C3 e C5 do sistema complemento, formando pequenos peptideos C3a e
Cba. Os peptideos C3a e C5a promovem a degranulagcao dos mastocitos, compostos
calicreinas. As calicreinas séo proteases que atuam sobre o0s cininogénios, formando
pequenos peptideos vasoativos denominadas de cininas, como a bradicinina. As
cininas apresentam atividade antimicrobiana, modulam a dor e purido, estimulam os

neutréfilos e aumentam a permeabilidade vascular (TIZARD, 2014).

Polissacarideos hidrossolluveis de outro exemplar do género Ulva spp. pode
melhorar o0 crescimento, resposta imune indireta e a atividade de enzimas
antioxidantes. Akbary; Aminikhoei (AKBARY; AMINIKHOEI, 2018) investigaram 0s
efeitos do extrato de U. rigida em juvenis de Mugil cephalus, tainha, e verificaram que
10mg/kg do extrato de polissacarideos hidrossolliveis estimularam a atividade da
lisozima, atividade respiratéria dos leucocitos e da atividade das enzimas

antioxidantes superoxido dismutase, glutationa e malondialdeido.

O uso de macroalgas como aditivos funcionais também é estudado em outras
espécies animais. Um dos problemas mais investigados em ruminantes é a producao
de metano. Machado et al. (2014) avaliaram a fermentacao in vitro de 20 espécies de
macroalgas incubadas com fluido ruminal por 72 horas, quantificando a producéo total
de gas e a producdo de metano, e verificaram que macroalgas dos géneros Dictyota
spp. e Asparogopsis spp. reduzem em mais de 53% a producéo total de gases e em
mais de 90% a producdo de metano. Posteriormente, Machado et al. (2016),
estudaram os bioativos presentes na macroalga A. taxiformis e verificaram que o
bromoférmio € o principal bioativo com potencial antimetanogénico in vitro, estando

presente em quantidades suficientes na biomassa.
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1.4 Inflamacgédo em peixes

Diante de uma infeccdo por patdgeno, o sistema imune responde de maneira
inata e adaptativa. A resposta imune inata € ativada imediatamente apos a entrada do
microrganismo agressor para elimind-lo. Esta resposta imune inata € mediada por
células e moléculas. As células, especialmente os fagocitos, sdo responsaveis por
fagocitar os patdégenos e participam da apresentacdo do antigeno ao sistema imune.
As moléculas se ligam aos antigenos para sinalizar a presenca do patdogeno. A
inflamagc@o € uma resposta inata ao processo de infeccdo, algumas das células
envolvidas na inflamagdo também auxiliam no reparo dos tecidos acometidos
(TIZARD, 2014).

A resposta imune adquirida envolvendo linfocitos B e T € menos desenvolvida
em teledsteos, portanto, a resposta inata é o principal mecanismo de defesa, através
de mediadores moleculares e celulares (SOUSA et al, 2022). As moléculas
associadas diretamente ao patdgeno sdo denominadas de padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPSs), enquanto as moléculas associadas as células
mortas ou danificadas sdo denominadas de padrdes moleculares associados a lesédo
(DAMPs) (TIZARD, 2014). DAMPs e PAMPs interagem com receptores de
reconhecimento padrdao (PRRs) de células sentinelas, resultando na ativacdo do
sistema imune inato (TIZARD, 2014). Além dos PAMPs, as células hospedeiras
também reconhecem os padrbes moleculares associados a microbios (MAMPS)
(SOUZA et al., 2022).

Os principais PRRs sao do tipo Toll-like receptors (TLRS) que estéo localizados
no interior e no exterior das células para detec¢do de patdgenos intracelulares e
extracelulares, respectivamente (TIZARD, 2014). Quando um PAMP se liga a um TRL
especifico, formam-se complexos proteicos que sinalizam e ativam a transducao de
sinais, resultando na formacgéo de citocinas pro-inflamatéria (TIZARD, 2014). Dos 13
tipos de TLRs identificados em mamiferos, TLR6 e TLR10 nédo existem no genoma
dos teledsteos (LIU et al., 2022). O niumero de TLR nos teledsteos varia entre as
espécies, provavelmente devido a diversidade de microrganismos patogénicos no
ambiente aquético que variam com as condi¢gdes paleocliméticas, como no caso do
bacalhau (Gadus morhua) do artico e do peixe-zebra (Danio rerio) que apresentam 43
e 24 tipos de TLRs, respectivamente (SOUSA et al., 2022). O TLR14, relatado em
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diversas espécies de peixes, foi identificado como um possivel substituto TLR6 ou
TLR10 (LIU et al., 2022).

Em teledsteos, os TLRs podem recrutar cinco tipos de proteinas adaptadoras
para iniciar a via de sinalizacéo, sendo elas a MyD88, TRIF, TIRAP, SARM e BCAP
(LIU et al., 2022). A via MyD88-dependente ativa duas vias distintas envolvendo o
fator de transcricdo NF-kB e a proteina quinase ativada por mitdégeno (MAPK),
resultando na producdo de citocinas pro inflamatorias, como o fator de necrose

tumoral (tnf-a), interleucina tipo 1 B (il-1B) e interleucina tipo 6 (il-6) (LIU et al., 2022).

Outros PRRs que participam da resposta imune inata sdo o0s receptores
similares ao dominio de oligomerizacdo ligante de nucleotideo (NLRs ou NOD-like
receptors), que ativam a via do NF-kB e desencadeia a produgéo de citocinas pré
inflamatoérias e proteinas antimicrobianas, como a defensina (TIZARD, 2014). Os
NLRs atuam como sentinelas intracelulares, juntamente com outros PRRs, traduzindo
sinais de respostas pro-inflamatoria e regulando a homeostase tecidual (CHUPHAL;
RAI; ROY, 2022). Os teledsteos apresentam uma vasta variedade de NLRs, como o
Zebrafish que possui aproximadamente 400 em seu genoma (CHUPHAL; RAI; ROY,
2022). Curiosamente, os NLRs de teledsteos compartilham semelhancas com NLRs
de mamiferos, exceto p NLR C-like que é unico nos peixes (CHUPHAL; RAI; ROY,
2022). Durante uma infecgdo bacteriana ou viral ha uma maior expressao de NLR1 e
NLR2 em peixes (CHUPHAL,; RAI; ROY, 2022).

Os macrofagos, mastocitos, células dendriticas e células do epitélio do sistema
respiratorio e do intestino sdo chamadas de células sentinelas. Quando ativadas
produzem quimiocinas que modulam a resposta inflamatéria, estimulando a migracéo

celular e controlando a duragéo do processo inflamatério (TIZARD, 2014).

As principais citocinas envolvidas na inflamacao, tnf-a, il-1B e il-6, também
apresentam atividades metabdlicas. Promovem catabolismo de proteinas da
musculatura esquelética para disponibilizar aminoacidos, que sdo utilizados na
producdo de anticorpos e citocinas. O tnf-a inibe a captacéo de lipideos pelos pré-
adipdcitos, resultando na perda de peso. Também ativam a sintese de proteinas de
fase aguda, como PRRs sollveis, proteinas do sistema complemento, inibidores de

proteases e proteinas ligantes de ferro. Estas proteinas ligantes de ferro sao
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importantes devido a competicdo das células do hospedeiro com as bactérias que

também dependem do ferro para seu crescimento (TIZARD, 2014).

Diferentes espécies sao utilizadas no estudo da inflamacdo em peixes.
Marinque et al. (2017), verificaram que o pacu pode ser utilizado como modelo para
estudar a resposta inflamatoria granulomatosa crénica na musculatura induzida pelo
bacilo Calmette-Guérin (BCG), por apresentar uma cinética celular semelhante a
inflamacéo causada por Mycobacterium marinum. Tilapias-do-Nilo foram utilizadas por
Charlie-Silva et al. (2019) para avaliar a expressao de proteinas de fase aguda (PFAS)
durante aerocistite induzida por Aeromonas hydrophila e verificaram que a modulacéo
da expressao de PFAs é semelhante aos humanos, com aumento de ceruplasmina,
haptoglobina, a-2-macroglobulina e complemento C3, e reducéo da albumina e da
transferrina. A cinética celular no exsudato demonstrou um acumulo significativo de
trombdcitos, macréfagos, linfécitos e predominancia de granulécitos, com maior

producdo de espécies reativas ao oxigénio.

A resposta celular pode ser avaliada através de agentes flogégeno, como
bactérias (CHARLIE-SILVA et al., 2019) e a carragenina (RODRIGUES-SOARES et
al., 2018), pois induzem a migracao celular para o local de inflamac&o. Por ser um
orgao cavitario e delimitado, € comum inocular agentes flogégenos na bexiga natatoria
para induzir uma aerocistite porque a inoculacao e a coleta do exsudato inflamatorio
tém um acesso mais facil (CHARLIE-SILVA, et al. 2019).

Apesar de todos os avancos obtidos na aquicultura com o uso de aditivos
nutricionais e o estudo da inflamacéo induzida, ndo ha relatos na literatura sobre o
efeito da incluséo dietéria de Ulva lactuca na inflamag&o induzida por F. columnare na

bexiga natatoria de pacu.
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CAPITULO I; Atividade antimicrobiana do extrato de Ulva lactuca contra
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Resumo

As algas verdes marinhas sdo consideradas uma das bioreservas mais ricas do
mundo, compostas por inUmeros compostos bioativos com propriedades versateis e
multiplas atividades, que podem ser usadas na aquicultura como imunoestimulantes,
antioxidantes e bactericidas contra bactérias potencialmente patogénicas para 0s
peixes. Este estudo avaliou a susceptibilidade in vitro de bactérias Gram negativas
(Aeromonas hydrophila, A. veronii, A. jandaei, Edwardsiella tarda, Pseudomonas spp.,
Citrobacter freundii e Flavobacterium oreochromis) e Gram positivas (Streptococcus
agalactiae sorotipo Ill, S. agalactiae sorotipo Il, Enterococcus faecalis, Citrobacter
freundii, Lactococcus lactis, L. garvieae) isoladas de peixes ao extrato de U. lactuca.
Os resultados demonstraram que o extrato (9.375 mg/mL) apresentou atividade
bactericida para a F. oreochromis e bacteriostatico para as demais cepas testadas.
Este resultado € promissor, pois permitira o estabelecimento de protocolos para testes
in vivo com a alga contra uma das mais importantes bactérias emergentes de peixes,

a F. oreochromis.

Palavras-chave: alga, bactérias, peixes, atividade bactericida
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1. Introducéo

A resisténcia aos antimicrobianos € um dos principais problemas de satude em
todo o mundo, sendo uma das principais causas de mortalidade, especialmente em
paises em desenvolvimento e pobres. Em 2019, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Actinetobacter baumanni
e Pseudomonas aeruginosa foram relacionadas com mais de 1,27 milhdes de mortes
em decorréncia da resisténcia antimicrobiana (MURRAY et al., 2022). Mais de 60
paises compartilharam relatérios sobre a resisténcia antimicrobiana com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o que significa um estado critico de vigilancia

no uso dessas moléculas (WHO, 2021).

O isolamento da K. pneumoniae em carpas na india (Labeo rohita) (DAS et al.,
2018), piraibas (Brachyplatystoma filamentosum) (CERDEIRA et al., 2020) e tilapia-
do-Nilo no Brasil (Oreochromis niloticus) (VANECI-SILVA et al., 2022) evidenciam o
risco para saude humana e de espécies nativas, devido a sua capacidade de transferir
genes de resisténcia através de plasmideos (WYRES; HOLT, 2018). Além da
transmissdo genética, a resisténcia antimicrobiana também tem relagdo com o uso

excessivo e com 0 mau uso de antimicrobianos (WATTS et al., 2017).

As bacterioses representam um grande prejuizo na producao de peixes, pois
ocasionam mortalidade em massa e reduzem o desempenho produtivo dos peixes
sobreviventes (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). Na aquicultura, € comum o uso de
antimicrobianos pelo menos uma vez durante o ciclo produtivo para controlar surtos
de bacterioses na piscicultura, ocorridos pelo desequilibrio fisiol6gico, desnutricdo ou
pressfes no meio aquatico, como alteracdo na qualidade da dgua que aumentam o
estresse metabdlico. Esses antimicrobianos, quando utilizados de forma
indiscriminada e sem critérios, contribuem para o aumento da resisténcia
antimicrobiana, causam danos a microbiota da agua e acumulo de residuos, que sao
um risco a saude humana (EL-SAYED et al., 2022).

A sazonalidade dos surtos proporcionado por diferentes bactérias isoladamente
ou em coinfeccdo (DELPHINO et al., 2019) ressalta a necessidade de alternativas

para a prevencao e controle das bacterioses.
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Pesquisadores de todo o mundo estdo buscando novas moléculas que tenham
efeito imunoestimulante, sejam bactericidas, tenham custo acessivel e ndo produzam

efeitos colaterais, principalmente para animais de producao.

Dentre as alternativas promissoras, destacam-se as macroalgas, pertencentes
ao género Ulva spp. (Chlorophyta), as quais possuem uma grande variedade de
metabodlitos e compostos bioativos naturais, considerados potentes agentes
terapéuticos, dentre eles, uma grande quantidade de polissacarideos. Esse género &
muito utilizado na area farmacéutica e médica (terapéutica e regenerativa) (MOAWAD
et al., 2022).

Estudo com Zebrafish (Danio rerio) demonstrou que a incluséo de 1% de Ulva
intestinalis na dieta pode melhorar a imunidade, pois aumenta a expressdo genética
de enzimas antioxidantes, interleucina IL-1 e lisozima, além de aumentar a
expressado de genes relacionados com o crescimento (GH e IGF-1). Outros trabalhos
com peixes marinhos e camardes também relataram maior resisténcia a patégenos
apos enriquecimento da dieta com macroalgas do género Ulva spp. (ROUHANI et al.,
2022). Outros estudos demonstram que o uso de macroalgas promove maior
desempenho produtivo e menor conversao alimentar em tilapia-do-Nilo (ASHOUR et
al., 2020). Ja em camarao branco do Pacifico, a suplementacéo de racdo com 5 g/kg
de Ulva intestinalis promoveu maior desempenho produtivo, estimulacdo do sistema
imunolégico e protecdo dos camardes contra a bactéria Vibrio parahaemolyticus
(KLONGKLAEW et al., 2021).

A macroalga Ulva lactuca, conhecida mundialmente como alface do mar
apresenta um potencial farmacoldgico significativo devido seus compostos fendlicos
e polissacarideos, especialmente a ulvana, com atividades antifungicas,
antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas (SHOBIER; EL ASHRY, 2021;
BENSY et al., 2022; IBRAHIM et al., 2022).

Neste cenario, o presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana in vitro do
extrato de U. lactuca contra bactérias patogénicas para peixes com a finalidade de

verificar o seu potencial no controle dos surtos nas pisciculturas brasileiras.
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2. Materiais e métodos

2.1 Obtencéao do extrato

O extrato foi obtido do litoral da China e processado pela empresa FocusHerb
Corp®. As macroalgas coletadas foram recebidas como matéria prima na empresa,
onde passaram por inspecdo e lavagem com &agua destilada. Ap6s a lavagem, a
matéria prima bruta foi macerada e em seguida diluida com agua destilada. A mistura
foi centrifugada e o precipitado filtrado. O extrato ainda umido foi seco por spray e o
produto foi peneirado em malha fina para que partes maiores ndo fossem para a
embalagem, facilitando a utilizacdo do produto. O resultado foi um extrato em pé

soltuvel em agua.

Antes do extrato seguir para o envase, foram realizadas analises laboratoriais
para certificacdo da qualidade e comprovaram que o extrato atende os padrbes

fisicos, quimicos e ndo apresenta contaminagao por fungos e bactérias.

2.2 Citotoxicidade do extrato de Ulva lactuca por atividade hemolitica

A toxicidade do extrato da macroalga foi avaliada através da hemdlise de
eritrécitos de pacus, apés o sangue fresco ter sido coletado de pacus juvenis
saudaveis, seguindo a metodologia de Assane et al. (2021). Os eritrécitos foram
lavados trés vezes por centrifugacdo (500 x gpor 5 min, 4 °C) com tampao fosfato
(PBS - pH 7,4), descartando o sobrenadante. As células decantadas foram suspensas
com PBS, formando uma solucao de eritrocitos a 1% (v/v). Esta solucao de eritrocitos
foi adicionada em tubos de 2 mL contendo diferentes concentracdes da solucdo da
macroalga diluida em agua destilada, em tubos contendo uma solucédo Triton X-100 a
1% (v/v) como controle positivo (que provocara 100% de hemdlise) e em tubos
contendo apenas PBS como controle negativo (que nao provocara hemolise). Estes
tubos foram incubados por 1h em 28 °C e, em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 500 x g por 5 min (4°C). 100 pL do sobrenadante de cada tubo foram

transferidos para microplacas de 96 pogos e a absorbancia foi determinada a 540 nm.

(As—Apbs)

A ") ¢ = ——— 7
A formula % of lysis = A triton—Apbs)

x 100 foi utilizada para determinar a

porcentagem de hemdlise de cada amostra com base na absorbancia, onde A s

representa a leitura das amostras, A pass representa o PBS e A triTon representa o
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Triton X. A média das leituras de cada amostra foi analisada utilizando one-way
ANOVA e teste Holm-Sidak de multipla comparacédo, com nivel de significancia de
0.05.

2.3 Cepas bacterianas utilizadas no teste

Foram selecionadas 12 cepas de bactérias patogénicas para peixes nativos e
tilapias, sete gram negativas: Aeromonas hydrophila (NH591949), A. veronii
(KJ561035), A. jandaei (KJ561033), Edwardsiella tarda (KJ560941), Pseudomonas
spp. (KJ561095), Citrobacter freundii (KJ561090) e Flavobacterium oreochromis
(MW186708) e cinco bactérias gram positivas: Streptococcus agalactiae sorotipo 1l
(OR648673), S. agalactiae sorotipo 1l (KJ561055), Enterococcus faecalis (KJ560969),
Lactococcus lactis (KJ561005), L. garveiae (KJ560993) com a finalidade de
determinar a susceptibilidade in vitro ao extrato de U. lactuca. Uma cepa de
Escherichia coli (ATCC® 25922™ - CP009072) foi utilizada como controle de
qualidade da metodologia, baseado na interacdo com o antimicrobiano florfenicol
(FFC).

As cepas foram isoladas de surtos de doencas em peixes que apresentavam
sinais clinicos sugestivos de bacteriose, diagnosticado positivamente apds analise
microbiolégica e molecular e armazenadas no banco de cepas do Laboratério de
Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos, no Centro de Aquicultura da
UNESP.

2.4 Atividade antimicrobiana in vitro

As concentrac6es minimas inibitoria (CIM) e minima bactericida (CBM) foram
determinadas através do método de microdiluicdo em caldo, elaborado pelo Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2020). Anteriormente, o florfenicol (FFC
— massa molar de 358,21 e pureza = 99%, fabricado por Sigma®), foi diluido em 95%
de etanol e diluida em &gua destilada para o preparo das solu¢des estoque, na
concentracéo de 1,280 pug/mL. O extrato da macroalga foi diluido em agua destilada,

obtendo uma solucéo estoque de 0,15 g/mL.
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Primeiramente, as bactérias foram ativadas em agar Muller-Hinton (Sigma
Aldrich®), com temperatura de incubacdo ajustada para cada bactéria. As colbnias
foram adicionadas em meio liquido de Muller-Hinton (Sigma Aldrich®) até atingir a
concentracdo de 5 x 10° unidades formadoras de col6énia (UFC) por mL.

Para a realizacdo do teste in vitro, foram plagueados 100 pL do meio liquido
Muller-Hinton® (ajustado para cada bactéria) em pocos isolados de uma placa de
microtitulacdo e 100 pL do extrato de Ulva lactuca adicionado no primeiro poco e
completando os demais poc¢os com diluicdo seriada (100 pl do pogo anterior). Apés foi
adicionado 100 pL de cada bactéria nos pocos testes (96 pocos) e incubados a 28°C-
35°C por 24 - 48 horas, dependendo da biologia de cada bactéria. As CIMs foram
determinadas em duplicatas, tendo dois pogos como controle de viabilidade da cepa
e de esterilidade do meio de cultura em cada fileira de pocos. O caldo Mueller-Hinton
cation ajustado (Sigma-Aldrich®) foi usado para testar a susceptibilidade de todas as

cepas, sendo enriguecido de acordo com a necessidade de cada uma.

Apés a incubacao, os pocos foram inspecionados visualmente apds adi¢do de
20 pL de cloreto de trifeniltetrazolio (Sigma-Aldrich® - 5 mg/mL) para avaliar
macroscopicamente o crescimento bacteriano nos pocos. A concentracdo mais baixa
de cada antimicrobiano em que nenhum crescimento foi observado na suspenséo da
cultura (ndo corada em rosa) foi definida como a CIM. As suspensfes sem
crescimento bacteriano visivel foram entdo semeadas em placas de Agar Mueller-
Hinton (Sigma Aldrich®) e incubadas por 24-48 horas (dependendo de cada bactéria)
em duplicata. A concentracdo mais baixa na qual nenhum crescimento foi observado
visualmente na placa foi considerada como CBM. A razdo CBM-CIM foi usada para
identificar as concentracfes do extrato como bactericida ou bacteriostatica.

3. Resultados

3.1 Composic¢ao do extrato de Ulva lactuca

Uma amostra de 36g gramas do extrato foi enviada para analise de sua
composicgdo no Laboratorio C.B.O. Analises Laboratoriais Ltda (Campinas, SP).

Os glicidios foram os componentes principais do extrato (56,42%) juntamente

com a glicose total (56,42%). Os valores sao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicao bromatoldgica do extrato de Ulva lactuca.

Ensaio Resultado (em %) Ensaio Resultado (em%)
Ac. Aspartico 0.1 Leucina 0.04
Ac. Glutamico 0.25 Fenilalanina 0.03

Serina 0.03 Lisina 0.03

Glicina 0.07 Triptofano 0.04

Histidina 0.04 Hidroxiprolina <0.01

Taurina <0.01 Aminoécidos Totais 0.88

Arginina 0.02 Fucose <0.01

Treonina 0.02 Arabinose <0.01

Alanina 0.07 Ramnose <0.01

Prolina 0.06 Galactose total <0.01

Tirosina <0.01 Glicose total 56.42

Valina <0.01 Xilose <0.01

Metionina <0.01 Manose <0.01

Cistina <0.01 Glicidios totais 56.42

Isoleucina 0.02 Proteinas totais 5.92

Outra amostra da alga foi enviada ao Laboratério de Fertilidade do Solo e

Nutricdo de Plantas — LAFEN da Unesp, Campus de Registro, para determinacdo dos

micronutrientes (B; Cu; Fe; Mn e Zn) e macronutrientes (N; P: K; Ca; Mg e S). O
nitrogénio foi determinado pelo método Kjeldahl (GALVANI; GAERTNER, 2006), o
fésforo por colorimetria, o enxofre por turbidimetria do sulfato de bario, o boro por

Azometina-H e o potassio, célcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e o zinco em

espectrofotometro de absorcao atdémica, apos digestdo nitrico-perclérica de acordo

com metodologia de Malavolta; Vitti; Oliveira (1989). Os resultados (Tabela 2) foram

expressos em teores de g do elemento por kg de biomassa seca do extrato (g.kg-1).

Tabela 2. Composicdo de macro e micronutrientes do extrato de Ulva lactuca

Nutrientes minerais

Extrato sollvel de U. lactuca

Desvio padréo

Nitrogénio (g/kg)
Faésforo (g/kg)
Potéssio (g/kg)

Célcio (g/kg)
Magnésio (g/kg)
Enxofre (g/kg)
Boro (mg/kg)
Cobre (mg/kg)
Ferro (g/kg)
Manganés (mg/kg)
Zinco (mg/kg)

8
0.6
4
8
10
18.0
31
6.8
0.539
17
9.8

1.2
0.09
0.6
1.185
15
2.7
4.65
1.02
0.08
2.475
1.47
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3.2 Citotoxicidade do extrato de Ulva lactuca por atividade hemolitica

As amostras do extrato de U. lactuca diluida em &gua destilada com
concentracdes 45,0 mg/mL e 56,25 mg/mL apresentaram mais de 30% de lise dos
eritrocitos de pacus juvenis. As concentragdes 9,375 mg/mL e 11,25 mg/mL
apresentaram porcentagem de lise préximas ao obtido pelo PBS (controle negativo).
A concentracdo de 112,5 mg/mL apresentou uma porcentagem de lise superior a

100%, que foi o valor obtido pelo Triton X (controle positivo).

Figura 3. Citotoxicidade por hemolise do extrato de Ulva lactuca em comparagdo com PBS e
Triton X como controles negativo e positivo, respectivamente, p < 0.05.
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3.3 Susceptibilidade in vitro de bactérias patogénicas de peixes ao extrato de

Ulva lactuca

O extrato de U. lactuca demonstrou atividade bactericida para F. oreochromis,
uma das mais importantes bactérias da aquicultura mundial e atividade bacteriostatica
para A. hydrophila, S. agalactiae (sorotipo Il e 1), E. faecalis, C. freundii, L. lactis e
garvieae, E. tarda e Pseudomonas spp. (Tabela 4). As CIMs e CBMs da E.coli para o
florfenicol (FFC) indicaram os valores esperados, comprovando que a analise

respeitou os procedimentos operacionais estabelecidos pelo CLSI.
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Tabela 3: Atividade antimicrobiana do extrato de U. lactuca contra 12 cepas bacterianas de
interesse na piscicultura e do florfenicol contra Escherichia coli como controle de qualidade
da técnica

Cepas CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
A. hydrophila 37.500 > 37.500
A. veronii > 37.500 > 37.500
A. jandaei 9.375 > 37.500
S. agalactiae sorotipo Il 9.375 > 37.500
S. agalactiae sorotipo Il 4.687 > 37.500
E. faecalis 18.750 > 37.500
C. freundii 18.750 > 37.500
L. lactis 9.375 > 37.500
L. garvieae 9.375 > 37.500
E. tarda 9.375 > 37.500
Pseudomonas spp. 9.375 > 37.500
F. oreochromis 9.375 9.375
E. coli (controle de qualidade com FFC) 0,008 >0.064

4. Discussao

Em todo o mundo, hd uma emergéncia por novas moléculas com atividade
bactericida como alternativa aos antimicrobianos para uso na aquicultura, pela
ocorréncia de resisténcia bacteriana aos principais produtos aprovados, causados
principalmente pelo uso inapropriado dessas moléculas pelos piscicultores (ASSANE
et al., 2021; SOUSA et al., 2021).

Na piscicultura brasileira, surtos de bacterioses sdo comuns quando ha um
desequilibrio fisiolégico, causado por atividades de rotina como manejo, transporte,
vacinacdo, alimentacdo inadequada e qualidade de agua inapropriada. Na tentativa
de conter esses surtos, antimicrobianos s&o utlizados, muitas vezes sem um
diagndstico apropriado da doenca e sem respeitar a dose recomendada pelo
fabricante, aumentado os riscos de resisténcia bacteriana e do acumulo de residuos

na carne do pescado.

Dentre os surtos que mais acometem 0s peixes, principalmente alevinos e
juvenis esta a columnariose, causada pela F. oreochromis, uma bactéria emergente
na aquicultura mundial e principalmente no Brasil. Estudo demonstrou que uma nova
cepa desta bactéria circula no pais, tendo similaridade genética com cepas da

Tailandia, sendo altamente virulenta tanto para tilapia-do-Nilo quanto para peixes
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nativos e que ela foi resistente a um dos antimicrobianos mais utilizados na aquicultura
(off label), como a enrofloxacina (FERREIRA et al., 2022).

Desta forma, 0 uso de novas substancias, como 0leos essenciais, extratos de
plantas e de algas tem sido tem estimulado na piscicultura, pois sdo seguros para 0s
animais, ndo causam efeitos colaterais, tem poucas possibilidades de causar
resisténcia e ndo deixam residuos na carne do pescado (ASSANE; VALLADAO;
PILARSKI, 2021; CMIKOVA et al., 2022; KACANIOVA et al., 2017; LIU et al., 2020;
MOAWAD et al., 2022; SOUZA et al., 2019; VITTHAL WAGHMODE et al., 2021).

A producéo sustentavel de biomassa de algas marinhas durante o ano todo &
facilitada pela baixa exigéncia de insumos, ndo depende de terra aravel, agua doce
ou fertilizantes. As algas possuem em média 50% de carboidratos na matéria seca,
de 1 a 3% de lipideos, 7 a 38% de minerais e de 10 a 47% de proteinas, com maior
proporcao de aminoacidos essenciais. Sdo importante fonte de minerais, como Na, K,
Ca, Mg, Fe, Zn, Mn. A composicao de nutrientes pode ser distinta em algas extraidas
de diferentes regides. Podem ser empregadas no monitoramento da poluicdo
aquatica, especialmente em regides com alta industrializacdo, devido a afinidade por
metais pesados, permitindo também a remocéo de forma sustentavel destes metais
(CMIKOVA et al., 2022). O extrato utilizado no presente estudo possui pouco mais de
5% de proteinas totais e 56% de glicidios totais, teores que provavelmente foram
influenciados pela extragdo. Dentre os minerais avaliados neste mesmo extrato, 0s

mais notaveis foram magnésio, enxofre, boro e manganés.

Vijayabaskar et al. (2012), estudaram a alga marrom Sargassum swartzii, cuja
composicao era rica em carboidratos e sulfatos, semelhante ao extrato utilizando
neste presente estudo, e verificaram que os polissacarideos sulfatados apresentavam
atividade antioxidante e antibacteriana contra uma cepa patogénica de Escherichia

coli.

Posteriormente, Sayin et al. (2016) avaliaram a atividade antibacteriana e de
inibicdo do biofilme de dois compostos de boro, o acido bérico (AB) e o octaborato
dissaddico tetrahidratado (ODT) contra Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila,
Pseudomonas aeruginosa, Brucella melitensis, Brucella abortus, Vibrio anguillarum,
Yersinia ruckeri e Lactococcus garviea. O AB nas concentracdes entre 0,77 e 3,09

mg/ml foi bactericida contra A. hydrophila, B. melitensis, B. abortus e Y. ruckeri e
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bacteriostatico contra as demais. O ODT nas concentracfes entre 0,644 e 10,312
mg/mL foi bactericida contra V. anguillarum e bacteriostatico contra as demais. Ainda
ndo se sabe exatamente qual é o mecanismo de a¢éo destes compostos de boro, 0
que se acredita é que o boro prejudica a sintese proteica e a atividade de algumas

enzimas importantes no metabolismo bacteriano.

Dong et al. (2017) verificaram que a associacdo do manganés com a luteolina
potencializou a atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, Listeria
monocytogenes e P. aeruginosa. A luteolina é um glicosideo flavonoide encontrada
em plantas com propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antidiabéticas e

antimicrobianas.

Aminoacidos ndo proteicos de origem natural ou sintéticos sdo focos de
estudos de novas moléculas com potencial antibacteriano, antifingico e
antiprotozoario, que sao microrganismos com representantes apresentando
multirresisténcia as moléculas comercializadas. A atividade antimicrobiana ocorre
principalmente na atuacao de enzimas envolvidas na sintese de peptideoglicano, que
compde a parede celular das bactérias. Esta atividade é comprometida pela baixa
absorcdo dos aminoacidos pela parede celular, exigindo um veiculo mais lipofilico ou
associacdo com nano-carregadores (NOWAK; SKWARECKI; MILEWSKA, 2021).
Embora a porcentagem de aminoécidos no extrato utilizado neste estudo seja
relativamente baixa, a presenca do acido glutamico em associacdo com os demais

nutrientes pode ter influenciado nos resultados obtidos.

Nair et al. (2023) estudaram biopolimeros compostos por acido glutamico,
sintetizados por microrganismos, que possuem propriedades de interesse industrial.
Na medicina, os biopolimeros séo aplicados na regeneracdo de 0ssos e cartilagens,
na fabricacdo de medicamentos como veiculos de outras moléculas, desenvolvimento
de vacinas, tratamentos odontolégicos e de artrite reumatoide e curativos pés
cirurgicos e lesbes. Também exercem funcdes de biofertilizantes e superabsorventes
de agua, permitindo o uso na agricultura. Também podem ser empregados no
tratamento de aguas residuais, por sequestrar metais e agir como biofloculante. S&o
aplicaveis nas industrias cosmética (fabricacdo de cremes e enxaguante bucal) e

alimenticia (fabricacdo de embalagens, agente aromatizante e espessante).
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O extrato de Ulva lactuca utilizado neste estudo demonstrou atividade
bactericida para a F. oreochromis e atividade bacteriostatica para o restante das cepas
testadas. Este resultado € muito promissor, pois torna-se uma excelente alternativa
de uso na piscicultura brasileira, uma vez que as algas existem em quase todos 0s
ecossistemas do mundo, pois tem a capacidade de sobreviver em condi¢cdes extremas
e em ambientes competitivos, o que facilita sua producéo e utilizacdo (BHOWMICK et
al., 2020). O fato de o extrato ter atividade bacteriostatica para quase todas as
bactérias testadas, com excecdo da Aeromonas veronii € muito importante para o
setor produtivo, pois permite que o sistema imunoldgico dos peixes consiga combater

e eliminar a bactéria, aumentando a chance de sobrevivéncia a uma infeccéo.

O extrato de algas verdes ja é mundialmente reconhecido por suas
propriedades nutricionais e antibacterianas, pois possui moléculas bioativas como
pigmentos, acidos graxos, polifendis (florotaninos, flavonois, bromofendis e
catequinas), polissacarideos, proteinas e peptideos, além de ter um custo

razoavelmente acessivel (BENSY et al., 2022).

Nos ultimos anos, o numero de estudos investigando a atividade antibacteriana
de varios extratos de algas ou seus metabdlitos aumentou. Esse € o primeiro estudo
realizado no Brasil da susceptibilidade in vitro de bactérias patogénicas de peixes ao
extrato de Ulva lactuca, com resultados positivos contra F. oreochromis. Resultados
semelhantes foram encontrados na literatura para outras bactérias. Os
polissacarideos isolados da U. lactuca mostraram atividade in vitro contra o virus da
influenza, tanto de aves quanto de humanos (IVANOVA et al., 1994). Outro estudo
revelou que heteropolissacarideos isolados desta alga foram capazes de estimular
macréfagos e células T de camundongos (EL SAYED et al., 2011). Em estudo prévio
(BENSY et al., 2022) realizado in vitro contra bactérias patogénicas para humanos, foi
observado que o extrato de U. lactuca mostrou atividade contra Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Proteus vulgaris e Staphylococcus aureus e
gue o extrato tem potencial para tratar varias infec¢des bacterianas por sua excelente
atividade antimicrobiana. O polissacarideo sulfatado (ulvana) extraido da U. lactuca
foi utilizado para fabricar um enxaguante bucal e testado in vitro contra as bactérias
responsaveis por doencgas periodontais. A atividade antimicrobiana do enxaguante
bucal foi tdo eficaz quanto os antimicrobianos convencionais contra Lactobacillus spp.,

Candida albicans e superior para Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus,
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demonstrando que a biomassa de algas pode ser uma excelente alternativa aos
antimicrobianos orais (VIKNESHAN et al., 2020).

Recentemente, El-Sayed; EI-Sheekh; Makhlof, (2023) verificaram que
2,5mg/mL do extrato metanoico da U. lactuca pode apresentar sinergismo com 4ug/ml
de gentamicina contra Klebsiella pneumoniae. E possivel que se o extrato deste
presente estudo tivesse passado por um processamento semelhante e viesse da
mesma origem, as bactérias que tiveram atividade bacteriostatica poderiam

apresentar um resultado semelhante ao obtido contra F. oreochromis.

Produtos de origem natural também podem apresentar toxicidade dependendo
da concentracdo utilizada e das espécies estudas, tanto humanos quanto peixes.
Alguns 6leos essenciais, por exemplo, com concentragdes acima de 33 pg/mL podem
ser toxicas para eritrocitos de tilapias (Oreochromis niloticus) juvenis (ASSANE;
VALLADAO; PILARSKI, 2021). Vale observar que a concentra¢do minima bactericida
para F. oreochromis apresentou uma toxicidade equivalente ao tampao fosfato (PBS),

demonstrando que € uma concentragdo segura para pacus juvenis.

Desta forma, os resultados obtidos neste estudo s&o promissores para uso na
aquicultura brasileira, uma vez que o extrato de U. lactuta apresentou atividade
bactericida para F. oreochromis e bacteriostatica para as bactérias testadas, todas
muito importantes para a aquicultura mundial. A estrutura da parede celular ou o
metabolismo da F. oreochromis pode ser mais sensivel aos componentes do extrato,

mas ainda sdo necessarios estudos que facam essas comparacoes.

5. Conclusao

A atividade antibacteriana do extrato de U. lactuca contra F. oreochromis e
bacteriostatica contra as mais importantes bactérias causadoras de epizootias
demonstra seu potencial para prevencédo e controle de doencas bacterianas na

aquicultura.
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Resumo

Este trabalho avaliou o efeito do uso do extrato de U. lactuca nos parametros
bioguimicos e hematolégicos, assim como a resposta celular a inflamacgao induzida
na bexiga natatéria por F. oreochromis em uma espécie nativa, em diferentes tempos
de coleta. O extrato foi adicionado em racéo comercial, separando quatro tratamentos:
10g/kg (extrato / racéo), 20g/kg, 30g/kg e controle (ragdo nao suplementada). Os
materiais foram coletados em seis tempos: OH — antes da inducdo, 3H — trés horas
apos inducédo da inflamacdo, 6H, 12H, 24H e 48H. Dos componentes celulares
presentes no sangue e no infiltrado inflamatorio, apenas os trombdcitos apresentaram
diferencas significativas, principalmente nos peixes alimentados com 20g/kg de U.
lactuca. As alteracdes histoldgicas sdo condizentes com quadros hemorragicos e de

inflamacdo. Nas analises bioquimicas, fosfatase alcalina, colesterol, triglicérides e
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albumina apresentaram interacfes entre tempo pos inducdo e tratamentos. De modo
geral, a inclusdo da macroalga ndo impacta de forma negativa na saude do animal,
mas o estudo carece de mais dados para comprovar a influéncia da macroalga na

resposta inflamatoria dos pacus.
Palavras-chave: alga, columnariose, inflamacéao, pacu.
1. Introducéo

Em um cenario em que a demanda por proteina de origem animal aumenta,
exigindo a intensificacdo da producdo, a imunidade dos animais se torna alvo de
estudo para diferentes grupos de pesquisadores. Com peixes nativos brasileiros nao
é diferente, pois ainda € necessario entender o funcionamento dos mecanismos
envolvidos na resposta do sistema imune no combate a um agente agressor
(MATTOS et al., 2021) e o pacu pode ser um bom modelo de estudo da resposta
inflamatéria (MANRIQUE et al., 2017).

O processo inflamatério € uma das principais ferramentas do sistema imune
inato, pois recruta células da circulagcdo sanguinea, como os mondcitos/macrofagos,
linfécitos, células granulociticas especiais (CGE) e leucdcitos polimorfonucleares que
foram produzidas pela por¢cao cranial do rim, timo ou baco e estdo envolvidos na
resposta imune. Além dos componentes celulares, componentes proteicos também
participam do combate ao patégeno, como lisozima, peptideos antimicrobianos,
lectinas, imunoglobulinas e as proteinas do sistema complemento. Outro importante
orgao linfoide é o figado, que produz proteinas do sistema complemento e proteinas
da fase aguda da inflamacdo (MATTOS et al., 2021).

Aditivos funcionais séo ingredientes ndo nutritivos incluidos na formulacdo da
racao que podem potencializar a saude dos animais alimentados através da ativacao
direta do sistema imune ou através da microbiota intestinal, melhorando a atividade
fagocitaria, ativacdo de macrofagos, ativacao do sistema complemento, atividade da
lisozima e o recrutamento leucocitario (RODRIGUEZ-ESTRADA; RANZANI-PAIVA,
2019).

Polissacarideos derivados de macroalgas, como a ulvana presente em
espécies do género Ulva spp., apresentam um potencial nutracéutico interessante,
especialmente como imunomodulador. Ponce et al. (PONCE et al., 2020) verificaram

gue a ulvana pode melhorar a expressdo de genes relacionados com a defesa
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antibacteriana e antiviral, expressao de proteinas do sistema complemento e
proteinas de fase aguda e reduzir a mortalidade de juvenis de linguado do Senegal

(Solea senegalensis) apos desafio com Photobacterium damselae subsp. piscicida.

A composicao quimica de espécies do género Ulva spp. pode variar, entretanto,
o potencial deste género em melhorar a resposta imune ndo € afetado. Metabolitos
secundarios presentes neste género, como 0s carotendides, podem aumentar a
resisténcia a patogenos. O fornecimento de diferentes concentragdes do extrato de
diferentes espécies de Ulva spp. alterar os parametros hematoldgicos e bioquimicos,
que sdo ferramentas utilizadas para monitorar a saude dos peixes (PRATIWI;
PRATIWY, 2022).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso do extrato de
U. lactuca nos parametros bioquimicos e hematoldgicos, assim como a resposta
celular a inflamacéao induzida na bexiga natatéria por F. oreochromis em uma espécie

nativa, em diferentes tempos de coleta.

2. Materiais e métodos

2.1 Obtencéo do extrato

O extrato foi obtido do litoral da China e processado pela empresa FocusHerb
Corp®. As macroalgas coletadas foram recebidas como matéria prima na empresa,
onde passaram por inspecdo e lavagem com agua destilada. Ap6s a lavagem, a
matéria prima bruta foi macerada e em seguida diluida com agua destilada. A mistura
foi centrifugada e o precipitado filtrado. O extrato ainda imido foi seco por spray e o
produto foi peneirado em malha fina para que partes maiores ndo fossem para a
embalagem, facilitando a utilizacdo do produto. O resultado foi um extrato em po

soluvel em agua.

Antes do extrato seguir para o envase, foram realizadas analises laboratoriais
para certificacdo da qualidade e comprovaram que o extrato atende os padrbes

fisicos, quimicos e ndo apresenta contaminag&o por fungos e bactérias.

Uma amostra de 36g gramas do extrato foi enviada para analise de sua
composi¢cdo no Laboratério C.B.O. Analises Laboratoriais Ltda (Campinas, SP). Os
glicidios foram os componentes principais do extrato (56,42%) juntamente com a

glicose total (56,42%). Os valores sao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicéo bromatoldgica do extrato de Ulva lactuca.

Ensaio Resultado (em %) Ensaio Resultado (em%)
Ac. Aspartico 0,1 Leucina 0,04
Ac. Glutamico 0,25 Fenilalanina 0,03

Serina 0,03 Lisina 0,03

Glicina 0,07 Triptofano 0,04

Histidina 0,04 Hidroxiprolina <0,01

Taurina <0,01 Aminoacidos Totais 0,88

Arginina 0,02 Fucose <0,01

Treonina 0,02 Arabinose <0,01

Alanina 0,07 Ramnose <0,01

Prolina 0,06 Galactose total <0,01

Tirosina <0,01 Glicose total 56,42

Valina <0,01 Xilose <0,01

Metionina <0,01 Manose <0,01

Cistina <0,01 Glicidios totais 56,42

Isoleucina 0,02 Proteinas totais 5,92

Outra amostra da alga foi enviada ao Laboratério de Fertilidade do Solo e
Nutricdo de Plantas — LAFEN da Unesp, Campus de Registro, para determinacdo dos
micronutrientes (B; Cu; Fe; Mn e Zn) e macronutrientes (N; P: K; Ca; Mg e S). O
nitrogénio foi determinado pelo método Kjeldahl (GALVANI; GAERTNER, 2006), o
fésforo por colorimetria, o enxofre por turbidimetria do sulfato de bario, o boro por
Azometina-H e o potassio, célcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e o zinco em
espectrofotometro de absorcdo atdbmica, apos digestao nitrico-perclérica de acordo
com metodologia de Malavolta; Vitti; Oliveira (1997). Os resultados foram expressos

em teores de g do elemento por kg de biomassa seca do extrato (g.kg-1).

Tabela 2. Composicdo de macro e micronutrientes do extrato de Ulva lactuca

Nutrientes minerais Extrato soluvel de U. lactuca Desvio padréo
Nitrogénio (g/kg) 8 1.2
Faésforo (g/kg) 0.6 0.09
Potéssio (g/kg) 4 0.6
Célcio (g/kg) 8 1.185
Magnésio (g/kg) 10 15
Enxofre (g/kg) 18.0 2.7
Boro (mg/kg) 31 4.65
Cobre (mg/kg) 6.8 1.02
Ferro (g/kg) 0.539 0.08
Manganés (mg/kg) 17 2.475
Zinco (mg/kg) 9.8 1.47
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2.2 Obtencéao dos peixes, delineamento e preparo das dietas experimentais

Os juvenis de pacus (n=192) foram obtidos do Laboratério de Reproducéo de
Peixes do Centro de Aquicultura da UNESP apoés aprovacdo do CEUA (1172/21),
atendendo as normas do CONCEA. Foram aclimatados em caixas de 120L em
sistema aberto e alimentados com racdo comercial até atingirem aproximadamente
130g.

Foram utilizadas 16 caixas contendo 12 peixes compondo quatro grupos
experimentais com quatro repeticbes: T1= 10g do extrato de Ulva lactuca por kg de
racdo, T2= 20g extrato por kg de racédo, T3=30g do extrato por kg de racédo, CTRL=
controle (apenas racdo comercial). O extrato foi adicionado a ragcdo com a utilizacéo
de carboximetilcelulose (20mL por kg de racdo), misturado manualmente em uma
bandeja de plastico, armazenada em sacos plasticos e acondicionadas sob
refrigeracdo. As porgdes diarias eram distribuidas em potes plasticos diariamente e

fornecidas trés vezes ao dia durante 30 dias.

Apos o periodo de alimentacdo, as coletas ocorreram em seis tempos: zero
horas (OH), trés horas ap6és induc¢do da inflamacéo (3H), seis horas ap6és inducgéo (6H),
12 horas apés inducdo (12H), 24 horas apos a inducao (24H) e 48 horas apés a

inducao (48H). A inducéao da inflamacé&o ocorreu logo apds a coleta no tempo TO.

2.4 Obtencdo da cepa e preparo do inéculo

Para a inducdo da inflamacdo na bexiga natatoria, foi utilizada uma cepa de
Flavobacterium oreochromis isolada de um surto em tilapias-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) que apresentavam sinais clinicos sugestivos de columnariose, diagnosticado
positivamente apds analise microbiolégica e molecular e armazenadas no banco de
cepas do Laboratério de Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos, do
Centro de Aquicultura da UNESP e que apoOs estudo de Ferreira et al. (2022),

concluiram que esta cepa é patogénica para Piaractus mesopotamicus.

A cepa foi cultivada em caldo Shieh adaptado para crescimento de F.
columnare e incubada por 48h a 28°C. O meio foi depositado em tubos de 50mL com
tampa para centrifugacéo refrigerada, separando as colonias do meio de cultura,
suspendendo o decantado com PBS estéril. O indculo foi ajustado a 1x10° UFC/mL e
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inativado por calor (56°C por 30 minutos). A solucéo de azul de Evans foi adicionada

ao final do processo para facilitar o procedimento da coleta do exsudato.

2.5 Inducéo da inflamacdo, coleta de sangue, exsudato e 6rgéos para
histologia

A coleta de sangue para analise hematologica e para obtencéo de soro ocorreu
por puncao do vaso caudal, com auxilio de agulhas e seringas estéreis, apos sedacao

dos peixes em solucéo alcoolica de benzocaina.

O processo inflamatério foi induzido pela inoculacdo de 1mL do indculo
diretamente na bexiga natatéria de 160 peixes apdés a primeira coleta (OH),
posicionando sobre a linha lateral entre 1 e 1,5cm do opérculo, como o animal
anestesiado. Apos a inoculacdo, os peixes foram devolvidos para suas respetivas
caixas e retirados para a coleta de sangue e 6rgaos para histologia nos tempos pré-

determinados.

. 1 |
Figura 1. Etapas da coleta. A) Flavobacterium oreochromis cultivada em meio liquido, utilizad

o parao
preparo do inéculo; B) inéculo pronto e corado com azul de Evans; C) inoculagdo do indculo na bexiga natatoria;
D) biometria dos pacus; E) coleta do sangue por pungéo do vaso caudal; F) preparo da extensdo sanguinea; G)
aliguotas de sangue para andlises hematologicas; H) eutanasia dos pacus para coleta de exsudato e 6rgéos; I)
abertura da janela na musculatura para exposicdo da bexiga natatéria e visceras; J) coleta do exsudato.

Apbs a coleta de sangue dos peixes nos tempos OH, 3H, 6H, 12H, 24h e 48H;
os peixes foram eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico, em

benzocaina, para exposicao da bexiga natatoria e coleta do baco, figado, rim cranial,
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exsudato da bexiga e da propria bexiga. Os 6rgaos foram depositados em solucéo de
formol tamponado a 10% por no minimo 24 horas e depois transferido para o alcool
700,

Ap0s a exposicdo da bexiga natatoria, foi realizado um acesso com auxilio de
uma tesoura de ponta fina para lavagem da bexiga natatéria com 0,5mL da solucéo
de PBS + 0,01 mL de EDTA 5%. Com o auxilio de pipetas Pasteur, todo o conteudo
da bexiga natatéria foi retirado e depositado em tubos plasticos de 15mL e mantidos
sob refrigeracdo constante.

Duas aliquotas de 10uL do conteddo retirado da bexiga natatoria,
homogeneizado, preencheram uma camara de Neubauer para contagem total de
células inflamatorias de forma manual. O restante foi centrifugado e o precipitado foi
utilizado para confecgdo da extensdo das laminas para contagem diferencial das
células inflamatorias. Todas as laminas, de sangue e exsudato, foram coradas com

MGGW, seguindo metodologia descrita por Ranzani-Paiva et al. (2013).

3. Resultados

Nas contagens totais e diferenciais das extensdes sanguineas, apenas 0s
trombdcitos apresentaram interacdo entre tempos da coleta, ap0s inducdo da
inflamacédo, e concentracdes dos extratos nas dietas experimentais. Resultado
semelhante na contagem diferencial de células inflamatdrias no exsudato, na qual
houve diferenca significativa apenas pelo tempo. Os indices hematimétricos e demais
tipos celulares no sangue e exsudato ndo apresentaram diferencas significativas. No
sangue, os trombdcitos aumentaram em peixes alimentados com 20g/kg do extrato
trés horas ap0s a inducao da inflamacao, reduzindo nos tempos seguintes de forma
discreta até a coleta 24 horas ap6s a inducédo, quando apresentou 0 menor valor entre
0os demais tratamentos. No exsudato, os trombdcitos apresentaram um aumento
discreto nos animais alimentados com o extrato apds 12 horas da indugéo, com o0s
maiores valores sendo obtidos nos peixes alimentados com 20g/kg do extrato nos
tempos 24H e 48H.

Nas analises bioquimicas, fosfatase alcalina, colesterol, triglicérides e albumina

apresentaram interacfes entre tempo pos inducdo e tratamentos, entretanto, nas

41



analises imunoldgicas, a atividade respiratoria dos leucocitos, proteinas totais e

creatinina ndo apresentaram diferencas significativas.

A alteracdo mais encontrada nos cortes histolégicos de bacgo, figado e rim foi a
presenca e concentracdo de hemossiderina, principalmente proximo a vasos
sanguineos. Alguns peixes apresentaram hemorragia dentro da bexiga natatoria,
resultante da inativacdo incompleta da bactéria, a qual apresentou resisténcia ao
calor. (fato descoberto durante a coleta). Um dos peixes, identificado como 186,
apresentou sinais mais agudos da infec¢do, e seus érgdos demonstraram maior

concentracdo de hemossiderina no baco.

Tabela 3. Classificacdo das lesbes histopatoldgicas identificadas em fragmentos de figado, bago e
intestino de Piaractus mesopotamicus alimentados com dieta suplementada com Ulva lactuca em
diferentes concentracdes apoés injecdo de Flavobacterium oreochromis inativada na bexiga natatéria
nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta suplementada com Ulva lactuca (10g/kg) + aerocistite induzida
por F. oreochromis inativada: T1 — 10g, Dieta suplementada com U. lactuca (20g/kg) + aerocistite
induzida por F. oreochromis inativada: T2 — 20g, Dieta suplementada com U. lactuca (30g/kg) +
inflamacé&o induzida por F. oreochromis inativada: T3 — 30g, Ndo Suplementados (controle).

Tempo Tratamento Baco Figado Rim
T1-10g Normal Degeneragao glicogénica Hemossiderina (+)
(++)
T2 —20g Normal Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)
(++), hemossiderina (+)
0 horas
T3 -30g Normal Degeneragao glicogénica Hemossiderina (+)
(++)
controle Normal Degeneracéao glicogénica Hemossiderina (+)
(+4)
T1-10g Normal Degeneracéo glicogénica Normal
(++), hemossiderina (+)
3 horas T2 —-20g Normal Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)
(+), hemossiderina (+)
T3 -30g Normal Degeneracéo glicogénica Normal
(+), hemossiderina (+)
T1-10g Hemossiderina (+++) Degeneracéo glicogénica Normal
(+), hemossiderina (+)
T2 —-20g Hemossiderina (+++), polpa Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)
6 horas vermelha > polpa branca (+), hemossiderina (++)
T3 -30g Hemossiderina (+) Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)
(+), hemossiderina (+)
T1-10g Hemossiderina (+++), polpa Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)
vermelha >> polpa branca (+), hemossiderina (+)
12 T2 - 20g Polpa vermelha > polpa Degeneragéo glicogénica Hemossiderina (+)
horas branca (+), hemossiderina (+)
T3 -30g Normal Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (++),

(+), hemossiderina (+)

reducéo do tecido
hematopoiético
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T1-10g Normal Degeneragéo glicogénica Hemossiderina (+)
(+), hemossiderina (+)

24 T2 - 20g Normal Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)
horas (+), hemossiderina (+)
T3 -30g Hemossiderina (+) Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)

(+), hemossiderina (+)

T1-10g Hemossiderina (+) Degenerag&o glicogénica Hemossiderina (+)
(+), hemossiderina (+)

T2 - 20g Hemossiderina (+), polpa Degeneracéo glicogénica Hemossiderina (+)
branca > poupa vermelha (+), hemossiderina (+)
48
horas T3 -30g Hemossiderina (++) Degeneragéo glicogénica Hemossiderina (++)

(+), hemossiderina (+)

Peixe 186 Hemossiderina (++++) Hemossiderina (+) Hemossiderina (++)

Figura 2. Contagem total de trombdcitos na extensdo sanguinea de Piaractus mesopotamicus
alimentados com dieta suplementada com Ulva lactuca em diferentes concentra¢des apos injecao de
Flavobacterium oreochromis inativada na bexiga natatéria nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta
suplementada com Ulva lactuca (10g/kg) + aerocistite induzida por F. oreochromis inativada; Dieta
suplementada com U. lactuca (20mg/kg) + aerocistite induzida por F. oreochromis inativada; Dieta
suplementada com U. lactuca (30mg/kg) + aerocistite induzida por F. oreochromis inativada; N&o
Suplementados (controle).

Sangue - Trombdcitos (10° células/uL)

T T - L T =
1,50 T T 1 =
1,00
0,50
oh 3h 6h 12h 24h 48h

m10g/kg m20g/kg m30g/kg m control

Figura 3. Contagem total de trombdcitos na extensdo de exsudato de Piaractus mesopotamicus
alimentados com dieta suplementada com Ulva lactuca em diferentes concentragdes apos injecao de
Flavobacterium oreochromis inativada na bexiga natatdria nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta
suplementada com Ulva lactuca (10g/kg) + aerocistite induzida por F. oreochromis inativada; Dieta
suplementada com U. lactuca (20mg/kg) + inflamacéo induzida por F. oreochromis inativada; Dieta
suplementada com U. lactuca (30mg/kg) + inflamacao induzida por F. oreochromis inativada; N&o
Suplementados (controle).
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Exsudato - Trombdcitos (10° células/pL)
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Figura 4. Quantificacdo da lisozima no soro de Piaractus mesopotamicus alimentados com dieta
suplementada com Ulva lactuca em diferentes concentracdes apds injecdo de Flavobacterium
oreochromis inativada na bexiga natatéria nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta suplementada com
Ulva lactuca (10g/kg) + inflamagé&o induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (20mg/kg) + inflamacgé&o induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (30mg/kg) + aerocistite induzida por F. oreochromis inativada; Nao Suplementados (controle).

Bioquimica sérica - Lisozima (U/L)

30,00
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W 10g/kg ™ 20g/kg m 30g/kg control

Figrua 5. Quantificagdo da fosfatase alcalina no soro de Piaractus mesopotamicus alimentados com
dieta suplementada com Ulva lactuca em diferentes concentragdes apdés injecao de Flavobacterium
oreochromis inativada na bexiga natatéria nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta suplementada com
Ulva lactuca (10g/kg) + inflamacéo induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (20mg/kg) + inflamagé&o induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (30mg/kg) + inflamagé&o induzida por F. oreochromis inativada; N&o Suplementados (controle).
Foi usada a comparacao por ranks, pois os dados ndo foram normais nem apos a transformacéo de
BOXCOX.
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Bioquimica sérica - Fosfatase alcalina (U/L)

250,00
200,00
150,00

I ]
100,00
I ] I
oo EREN & il: I
0 3 6 12 24 48

m10g/kg m20g/kg m30g/kg control

Figura 6. Quantificacédo do colesterol no soro de de Piaractus mesopotamicus alimentados com dieta
suplementada com Ulva lactuca em diferentes concentracbes apds injecdo de Flavobacterium
oreochromis inativada na bexiga natatéria nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta suplementada com
Ulva lactuca (10g/kg) + inflamacéo induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (20mg/kg) + inflamagé&o induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (30mg/kg) + inflamacé&o induzida por F. oreochromis inativada; Ndo Suplementados (controle).
Foi usada a comparagédo por ranks, pois os dados ndo foram normais nem apés a transformacéo de
BOXCOX.

Bioquimica sérica - Colesterol (mg/dL)
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Figura 7. Quantificacdo de triglicérides no soro de Piaractus mesopotamicus alimentados com dieta
suplementada com Ulva lactuca em diferentes concentracbes apds injecdo de Flavobacterium
oreochromis inativada na bexiga natatéria nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta suplementada com
Ulva lactuca (10g/kg) + inflamacéo induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (20mg/kg) + inflamacgé&o induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U.
lactuca (30mg/kg) + a inflamac&o induzida por F. oreochromis inativada; Ndo Suplementados (controle).
Foi usada a comparacao por ranks, pois os dados ndo foram normais nem apos a transformacgéo de
BOXCOX.

Bioquimica sérica - Triglicérides (mg/dL)
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Figura 8. Quantificacdo da fosfatase alcalina no soro de Piaractus mesopotamicus alimentados com
dieta suplementada com Ulva lactuca em diferentes concentracdes apés injecdo de Flavobacterium
oreochromis inativada na bexiga natatéria nos tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Dieta suplementada com
Ulva lactuca (10g/kg) + induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U. lactuca
(20mg/kg) + induzida por F. oreochromis inativada; Dieta suplementada com U. lactuca (30mg/kg) +
induzida por F. oreochromis inativada; Ndo Suplementados (controle). Foi usada a comparacéo por
ranks, pois os dados nao foram normais nem apoés a transformacéo de BOXCOX.

Bioquimica sérica - Albumina (g/dL)
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4. Discussao

7

A composicdo das plantas marinhas € influenciada pelo ambiente. A
eutrofizacdo do habitat pode aumentar o teor de proteinas devido a disponibilidade de
nitrogénio dissolvido. A degradacdo ambiental altera a composicdo quimica das
macroalgas e isso pode influenciar na resposta a doenca dos vertebrados (BASTOS
et al., 2022).

Tola; Fukada; Masumoto (2019) compararam dietas com formulacGes
diferentes, uma com proteina de soja concentrada e outra com farinha de peixe.
Verificaram que o acido glutdmico pode aumentar a palatabilidade da dieta com
proteina de soja concentrada. Embora ndo a palatabilidade da racdo ndo tenha sido
estudada no presente estudo, durante as alimentacdes foi observado que os peixes
alimentados com a macroalga demonstraram um comportamento mais ativo na
captura da racdo, mas dados ndo foram coletados para comprovar que a
concentracéo de acido glutamico no extrato de Ulva lactuca foi o responsavel por esse

comportamento.

Embora as concentracdes de Ulva lactuca nas dietas influenciaram no nimero
de trombadcitos no sangue, a contagem total de eritrocitos e de leucocitos, bem como
a contagem diferencial de leucdcitos, ndo tiveram diferencas relevantes. Khalafalla;
El-Hais (KHALAFALLA; EL-HAIS, 2015) também verificaram que alevinos de tilapia-
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do-Nilo que receberam dietas enriquecidas com Ulva rigida e Pterocladia capillaceaas,
uma espécie de alga vermelha, ndo apresentaram diferenca significativa no nimero
de leucdcitos totais, eritrocitos e quantidade de hemoglobina. Quezada-Rodrigues;
Fajer-Avila (QUEZADA-RODRIGUEZ; FAJER-AVILA, 2017) verificaram que a
suplementacdo com ulvana pode aumentar a quantidade total de leucdcitos, o que
poderia ser replicado se o extrato utilizado neste estudo tivesse alto teor de ulvana na

sua composigao.

El-Messallamy et al. (2021) verificaram que tildpias alimentadas com dietas
enriquecidas com a associacédo de U. lactuca e L-carnitina tiveram niumero aumentado
de eritrécitos, hematocrito, trombacitos e linfocitos, além da dieta ter influenciado os

niveis séricos de proteinas totais, albumina e globulina.

Os resultados também demonstraram que os animais que ingeriram 20g/kg
(extrato de U. lactuca por quilograma de racado comercial) tiveram os maiores niveis
de albumina apos o desafio. Albumina é uma proteina globular solivel em agua e ndo
glicosilada. A sintese da albumina ocorre nos hepatdécitos, 30% da albumina se
encontra no plasma, o restante é estocado nos musculos e na pele. Pode se ligar a
cations de metais, acidos graxos, horménios, bilirrubina, transferrina, oxido nitrico e
alguns farmacos (BELINSKAIA et al., 2021). Por ter baixo peso molecular e alta
concentracéo plasmaética, a albumina é responséavel pela regulacdo da osmolaridade,
portanto, a hiperalbuminemia ocorre com mais frequéncia nos casos de desidratacao
aguda (PEYGHAN et al., 2010). A injecao intraperitoneal de Aeromonas hydrophila
em carpas Cyprinus carpio pode causar aumento da albumina (PEYGHAN et al.,
2010).

Recentemente, Azadikhah et al. (2023) avaliaram a resposta bioquimica e
patofisiolégica de carpas Capoeta capoeta sob exposicdo de doses letais e sub-letais
de nanoparticulas de prata. A intoxicagcdo com nanoparticulas de prata pode reduzir
os niveis de eritrécitos (RBC) leucocitos (WBC) e hematdcrito, entretanto, pode
aumentar os triglicérides, colesterol e albumina. A hipercolesterolemia pode ter

relacdo com a diminuicdo da atividade enzimatica do colesterol para acido biliar.

Uma particularidade observada durante a aclimatacdo dos peixes utilizados
neste experimento € que eles paravam de se alimentar ap0s o estresse do manejo

(limpeza das caixas), desta forma, estes peixes nédo se alimentaram apo0s a captura
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dos primeiros peixes no tempo OH e isso pode ter influenciado nos parametros

bioquimicos mensurados no tempo 6H.

O extrato de U. lactuca utilizado neste estudo apresenta pouco mais de 56%
de glicidios na sua composi¢do. A ingestdo de carboidrato induz a secrecdo de
insulina, resultando na reducao da lipdlise e dos niveis de triglicérides (MADURO et
al., 2020). Essa reducéo dos triglicérides foi observada nos pacus alimentados com
20g/kg do extrato até seis horas ap0s o desafio, enquanto no tempo OH todos os
tratamentos com o extrato apresentaram niveis menores do que 0 grupo que ingeriu
apenas a racado comercial. Infelizmente néo foi possivel mensurar os niveis de glicose

por falha na amostragem.

Também foi observada reducdo nos niveis de colesterol nos grupos que
ingeriram 20g/kg e 30g/kg do extrato até seis horas apds o desafio. Em mamiferos,
polissacarideos ndo amilaceos, presentes na parede celular de vegetais, promovem
hipocolesterolemia e hipertrigliceridemia através da reducédo da absorcéo de lipideos
pelo intestino (PEREIRA et al., 2022).

Tilapias-do-Nilo suplementadas com extrato de U. fasciata, na concentragao de
100mg/kg, apresentaram aumento da atividade de lisozima, atividade fagocitaria e
contagem de leucdcitos totais (ABO-RAYA et al., 2021). Neste estudo, 0s peixes
alimentados com as dietas contendo diferentes concentracbes de U. lactuca
apresentaram resultado mais discreto na atividade da lisozima. O aumento na
atividade foi maior apés 24 horas da inducdo da inflamacdo, sem diferencas
significativas entre as concentracdes do extrato. Com 24 horas, as concentracfes
10g/kg e 20g/kg apresentaram um leve aumento em relacdo ao grupo controle. A
concentracdo de 30g/kg apresentou a maior média entre os tratamentos, porém, este
resultado foi registrado 48 horas ap0s o desafio.

Com 24 horas houve o pico dos niveis de fosfatase alcalina, levemente maior
Nnos grupos que ingeriram o extrato da macroalga (20g/kg > 30g/kg >10g/kg). Esta
enzima indica dano hepatico, juntamente com ALT e AST (HARZER; STIPP;
HERRERIAS, 2015). O menor nivel apoés trés horas do desafio foi registrado no grupo
alimentado com 10g/kg, apés seis horas o menor nivel foi registrado no grupo controle

e apos 12h o menor nivel foi registrado no grupo alimentado com 20g/kg. As variacdes
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dos niveis de fosfatase alcalina, associada com o registro das alteracdes histolégicas,

permitem inferir a evolucdo do processo inflamataorio.

5. Conclusao

O presente estudo é o primeiro que avalia as interacbes de diferentes
concentracfes do extrato de Ulva lactuca na dieta de pacus, avaliando diferentes
tempos de coleta apds inducdo de um processo inflamatério causado pela F.
oreochromis. De modo geral, a inclusédo da macroalga n&o impacta de forma negativa
na saude do animal, mas o estudo carece de mais dados para comprovar a influéncia

da macroalga na resposta inflamatoéria dos pacus.
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