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USO DE ADITIVOS FUNCIONAIS PARA CONTROLE DE FRANCISELOSE EM
TILAPIA Oreochromis niloticus (L.)

RESUMO - A busca pelo controle e prevencdo de franciselose em tilapia € uma
pratica importante para uma produgdo economicamente viavel. Os aditivos
funcionais tém sido cada vez mais explorados na aquicultura como alternativas mais
seguras e sustentaveis para promover a saude dos peixes e aumentar sua
resisténcia a doencas. Fitoativos como imunomoduladores sao frequentemente
utilizados para manter a saude dos peixes e prevenir doencas bacterianas. Sendo
assim, uma alternativa que pode garantir a salde dos peixes, a segurancga alimentar
e a sustentabilidade da producédo aquicola. O objetivo nesta pesquisa foi avaliar os
efeitos da suplementagdo alimentar com aditivos na resisténcia da tilapia do nilo a
franciselose. Diferentes doses de yucca e quillaja combinadas (2g/kg e 1g/kg),
extrato de quillaja (0,59/kg) e um produto a base de levedura (3g/kg) foram
examinadas como aditivos alimentares quanto a sua influéncia na saude e na
resisténcia de tilpia a infeccdo causada por francisella orientalis. O estudo consistiu
em experimentos de 30, 60 e 90 dias de suplementacdo dietética onde as tilapias
foram alimentadas com uma dieta basal suplementada com aditivos. Apds sessenta
dias de alimentacdo suplementada, os aditivos influenciaram a concentracdo de
proteina total e globulina. As taxas de sobrevivéncia foram significativamente
maiores que as do controle no grupo alimentado com extrato de quillaja.
Consequentemente, a sobrevivéncia em resposta a infeccdo foi marcadamente
maior nos peixes que receberam aditivos em comparacdo com o grupo de controle.
O uso de saponinas por mais 60 dias pode gerar danos a atividade respiratoria dos
leucdcitos. Estas descobertas implicam que os aditivos funcionais tém o potencial de
melhorar o sistema imunologico e melhorar a sobrevivéncia contra a infeccao por

franciselose, particularmente na suplementacao dietética por 60 dias.

Palavras-chave: Fitoativos, imunomoduladores, planta, salde, sobrevivéncia,

suplementacao dietética



USE OF FUNCTIONAL ADDITIVES TO CONTROL FRANCISELLOSIS IN TILAPIA
Oreochromis niloticus (L.)

ABSTRACT - The quest for controlling and preventing francisellosis in tilapia is an
important practice for economically viable production. Nutritional additives have
increasingly been explored in aquaculture as safer and more sustainable alternatives
to promote fish health and enhance their resistance to diseases.
Phytoactives such as immunomodulators are often used to maintain fish health and
prevent bacterial diseases. It is an alternative that can ensure fish health, food safety,
and aquaculture production sustainability. The aim of this research was to evaluate
the effects of dietary supplementation with additives on Nile tilapia resistance to
francisellosis. Different doses of saponin (2g/Kg and 1g/Kg), Quillaja extract (0.5
g/Kg), and a yeast-based product (3kg/ton) were examined as feed additives
regarding their influence on the survival of tilapia challenged with Francisella
orientalis (Fo). The study consisted of two experiments where tilapia were fed a basal
diet mixed with feed additives; the first lasting for 60 days and the second extended
to 90 days of dietary supplementation. After sixty days of supplemented feeding, the
additives influenced the concentration of total protein, globulin, and the innate
immune system response. Survival rates were significantly higher than those of the
control in the group fed with Quillaja extract. Consequently, survival in response to
infection was markedly higher in fish receiving additives compared to the control
group. The use of saponins for long time can cause damage to the respiratory activity
of leukocytes. These findings imply that food additives have the potential to enhance
the immune system and improve survival against francisellosis infection, particularly

in 60-day dietary supplementation.

KeyWords: Dietary supplementation, health, phytoactives, plant, survival
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Capitulo 1 — Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das espécies mais
proeminentes na aquicultura, sendo cultivada em diversas regides do mundo devido
a sua adaptabilidade, crescimento rapido e carne de alta qualidade (Munguti et al.,
2022). No entanto, a aquicultura enfrenta desafios sanitarios que prejudicam a

produtividade desses peixes.

A franciselose, causada pela bactéria Francisella, € uma doenca que afeta
diversas espécies de peixes, incluindo a tilapia do Nilo. A disseminacdo da
franciselose tem gerado crescente preocupa¢do, uma vez que pode levar a sérios

impactos econdmicos nas operagdes aquicolas (Soto et al., 2009; Leal et al., 2014).

O controle de doencas na aquicultura desempenha um papel crucial na
manutencdo da salde e na sustentabilidade dos sistemas aquicolas. As infeccfes
bacterianas representam uma ameaca significativa para 0s peixes cultivados
(Teixeira-Alves et al., 2020; Ferreira et al., 2021;Bouwmeester et al., 2022). A
importancia desse controle consiste ndo apenas na protecdo da saude dos peixes,
mas também na preservacao do equilibrio ecolégico dos ecossistemas aquaticos. As
bacterioses podem se espalhar rapidamente em ambientes de cultivo, afetando
negativamente a qualidade da agua, a eficiéncia do crescimento dos peixes e
rentabilidade da producéo aquicola (Chiew et al., 2019; Mzula et al., 2021).

A prevencao e o controle das bacterioses na aquicultura contribuem para a
minimizacdo do uso de antibioticos, uma pratica que pode levar ao desenvolvimento
de resisténcia bacteriana. A resisténcia bacteriana e producdo de residuos
representam uma ameaca global & saude publica e ambiental, destacando a
importancia de estratégias sustentaveis de controle de doencas na aquicultura

(Assane et al., 2019; Assane et al., 2022).

Técnicas de controle de bacterioses na aquicultura incluem medidas de
biosseguranca, praticas de manejo adequadas, uso responsavel de agentes
antimicrobianos e implementacédo de estratégias de vacinacao (Freitas et al., 2020;



Scarfe et al., 2020. Além disso, a promocéo da saude dos peixes atravez do uso de
aditivos pode fortalecer a resisténcia natural dos peixes contra patdgenos

bacterianos (Fazlolahzadeh et al., 2011; Harikrishnan et al., 2011).

Portanto, € essencial compreender e desenvolver estratégias eficazes para
controlar a franciselose, a fim de garantir a sustentabilidade da producéo de tilapia.
O uso de aditivos alimentares pode ajudar a garantir a produgdo de peixes
saudaveis, minimizando riscos na cadeia produtiva. Nesse contexto, o objetivo nesta
pesquisa foi avaliar os efeitos da inclusdo de aditivos na alimentacdo de tilapia do

Nilo para o controle da franciselose.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aquicultura Mundial

A aquicultura tem apresentado um crescimento notavel nas ultimas décadas,
tornando-se uma das producdes de alimentos de mais rapido crescimento no
mundo. Isso se deve a crescente demanda por proteina animal e ao avanco das
técnicas de cultivo (FAO, 2022). Essa atividade néo se limita apenas a producéo de
peixes. Ela abrange uma variedade de organismos aquéticos, incluindo camardes,
moluscos (como ostras e mexilhdes), algas, crustaceos, e até mesmo espécies

marinhas ornamentais (IBGE, 2022).

No ambito da seguranga alimentar a aquicultura desempenha um papel
crucial, fornecendo uma fonte confiavel de proteina de alta qualidade. Com a
populacdo mundial em constante crescimento, a producdo de alimentos
provenientes da pesca e da aquicultura se tornou fundamental para garantir que as
necessidades alimentares sejam atendidas (Chen et al., 2020; Rosa et al., 2020;
Norman et al., 2019).

A producdo de peixes nao apenas fornece alimentos, mas também tem um
impacto econdmico significativo. Ela gera empregos em areas costeiras e rurais,
impulsionando a economia local e nacional (Mulokozi et al., 2020; Siqueira, 2021).

Além disso, a exportacdo de produtos aquicolas é uma importante fonte de receita



em muitos paises (Boyd et al., 2020; Sampantamit et al.,2020; Mugimba et al.,
2021; Young et al., 2019) .

Por tanto, a aquicultura € uma producdo com rapido crescimento que
desempenha um papel critico na seguranca alimentar, na economia global e na
preservacao de recursos naturais. Para um crescimento sustentavel e a mitigacao
dos impactos ambientais, a pesquisa, a regulamentacdo eficaz e a inovacao
tecnologica sédo essenciais para enfrentar os desafios e garantir um futuro alimentar

seguro e sustentavel.

2.2 Aquicultura brasileira: Crescimento x Desafios

A aquicultura no Brasil € um setor em expansao com grande importancia na
producdo de alimentos e no desenvolvimento econémico do pais. Com um vasto
litoral, rios extensos e uma rica biodiversidade aquética, o Brasil possui condi¢cdes
ideais para a expansdo da aquicultura, o que tem resultado em um crescimento
notavel ao longo dos anos (Marques et al., 2020; Nobile et al., 2020; Valenti et al.,
2021).

O Brasil € um dos lideres da aquicultura na América Latina e ocupa uma
posicdo destacada no cenario mundial. O setor tem crescido significativamente nas
Ultimas décadas, impulsionado por um aumento na demanda por proteina animal, a
diversificacdo da producdo aquicola e os investimentos em tecnologia e
infraestrutura (PEIXEBR, 2022).

A aquicultura brasileira € caracterizada por uma diversidade de espécies
cultivadas. Além da tilapia, que € a espécie mais produzida, outros organismos
aguaticos, como camaroes, trutas, pacus, tambaquis e moluscos, também sao
cultivados em diferentes regides do pais. Isso contribui para a variedade de produtos

aguaticos disponiveis no mercado brasileiro (Calixto et al., 2020; Louis et al., 2022).

A tilapia, especialmente a tilapia do Nilo, € uma das espécies de peixe mais
amplamente cultivadas em sistemas de piscicultura brasileira (Magouz et al., 2019;
Nobrega et al., 2020). A produc¢édo de tilapia no Brasil alcangou 550.060 toneladas, o



que representa 63,93% da producdo nacional de peixes de cultivo em 2022. Com
essas demandas interna e global, a tendéncia € a expansdo se intensificar
(PEIXEBR 2023). Essa producdo destaca-se como um dos setores de cultivo de

peixes mais prosperos do pais.

Nos ultimos anos, a producdo de tilapia tem experimentado altas taxas de
crescimento. A facilidade de cultivo, o rapido crescimento e a capacidade de
adaptacao a diferentes condi¢cdes ambientais tornam a tilapia uma escolha atraente
para os piscicultores (FAO, 2022). Esse crescimento é evidenciado pela crescente

procura de tilapia no mercado nacional e internacional.

A tilapicultura esta distribuida de Sul a Nordeste, com destaque para os dois
maiores produtores da espécie o Parana (187.800 toneladas) e Sdo Paulo (77.300
toneladas) (PEIXEBR, 2023). Isso demonstra a adaptabilidade da tilapia a diferentes
condicdes climéticas e geograficas, bem como a capacidade de atender a demanda

de diferentes regides do pais.

O mercado interno para a tilapia continua a crescer, com a tilapia se tornando
uma opc¢ao procurada para os consumidores brasileiros. Além disso, o Brasil exporta
tilapia para diversos paises (a espécie representa 88% das exportacdes brasileiras
de pescado), consolidando sua posicdo como quarto maior produtor e um dos
principais exportadores dessa espécie (PEIXEBR, 2023).

Nesse cendrio, a aquicultura brasileira tem um futuro promissor, mas também
desafiador. A medida que a demanda continua a crescer, o setor tem a oportunidade
de alavancar no desenvolvimento econdmico. No entanto, é fundamental que o
crescimento seja sustentavel, equilibrando as necessidades de producdo com a

conservacgao dos recursos aquaticos (Valenti et al., 2021).

O desafio para o setor € garantir que esse crescimento seja sustentavel,
adotando praticas responsaveis e inovadoras. Com um compromisso continuo com
a sustentabilidade, a producdo de tilapia no Brasil pode continuar a ser um pilar

importante na oferta de alimentos e na economia do pais.
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2.3 Sistema imunologico dos peixes

O sistema imunolégico da tilapia € um mecanismo de defesa complexo e
altamente coordenado que desempenha um papel crucial na protecdo desses peixes
contra patdgenos e na manutencdo de sua saude. O sistema imunologico é
composto por componentes (imunidade inata e adaptativa) e mecanismos
(Fagocitose, citocinas e quimiocinas, anticorpos e sistema complemento) (Ranzani-
Paiva et al., 2013; Kordon et al., 2018; Sahoo et al., 2020). Compreender 0s
componentes e mecanismos do sistema imunoldgico, bem como os fatores que o

influenciam, é crucial para a producao saudavel de tilapia.

A imunidade da tilapia € influenciada por fatores ambientais, nutricao,
variacdo genética e enfermidades. Ambientalmente, a ma qualidade da agua pode
enfraquecer a resposta imunologica dos peixes, tornando-0os mais suscetiveis a
doencas (Bille e Takahashi, 2018; Moynihan e Cohen, 2018; Urbinati et al., 2020). A
nutricdo adequada € essencial para o desenvolvimento e funcionamento do sistema
imunolégico (Hoseini et al., 2020; Mendivil, 2021). A presenca de patdgenos
(bactérias, virus e parasitas) pode estimular o sistema imunoldgico. Em meio a tudo,
a selecdo genética para resisténcia a doencas tem sido uma abordagem essencial
para aumentar a capacidade imunoldgica geral de tilapias cultivadas (Abo-Al-Ela,
2018; Sudhagar et a., 2018).

O sistema imunolégico dos peixes € um complexo conjunto de componentes
que desempenham um papel fundamental na defesa contra patdgenos e na
manutencdo da saude geral (Biller-Takahashi, 2014). O sistema imunoldgico inato
dos peixes é uma linha de defesa fundamental que atua de maneira rapida e nao
especifica contra patdgenos, fornecendo uma barreira eficaz desde o primeiro
contato com agentes invasores. Diferentemente do sistema imunolégico adaptativo,
0 inato ndo requer exposicdo prévia aos patdgenos e age de maneira generalizada
(Yano, 1996; Kubitza e Kubitza, 2013)..

A primeira linha de defesa séo a pele e as mucosas, que formam uma barreira
fisica essencial. A pele, além de ser um escudo fisico, contém células

especializadas, como células de muco, que produzem substancias antimicrobianas,
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auxiliando na prevencgéo da entrada de patdgenos no organismo (Biller-Takahashi e
Urbinati, 2014).

As branquias também desempenham um papel crucial no sistema
imunologico inato dos peixes, pois representam uma interface importante com o
ambiente aquatico. Elas sdo equipadas com células imunes, como macrofagos e
células semelhantes a mastdcitos, que atuam na fagocitose e na resposta

inflamatorias (Dalmo et al., 1997; Koppang et al., 2015; Salinas, 2015).

As células fagociticas, como macréfagos e neutréfilos, sdo pecas-chave do
sistema inato, englobando e destruindo patdgenos invasores. Essas células
reconhecem padrbes moleculares associados a patdégenos, desencadeando uma
resposta imunoldgica rapida e ndo especifica (Magnadaéttir, 2006; Uribe et al., 2011;
Silva et al., 2012; Monteith et al., 2021).

O sistema complemento, composto por uma série de proteinas plasmaticas,
também contribui para o sistema imunolégico inato dos peixes. Ele pode ser ativado
por diferentes vias e desencadeia reacdes que resultam na opsonizacdo e lise de
patdgenos, auxiliando na remocado eficaz desses invasores (Holland e Lambris,
2002; Boshra et al., 2006).

Células NK (células assassinas naturais) representam outra linha de defesa
importante. Essas células tém a capacidade de identificar e destruir células
infectadas por virus, contribuindo para a resposta antiviral dos peixes (Garcia-
Valtanen et al., 2017;Sahoo et al.,2021)..

Além disso, os peixes possuem células fagociticas inespecificas, como 0s
trombdcitos, que desempenham fungcdes multifuncionais na resposta imunoldgica,
incluindo fagocitose e liberacdo de mediadores inflamatérios. (Biller-Takahashi e
Urbinati, 2014; Esteban et al., 2015; Stosik et al., 2019).

O sistema imunoldgico inato dos peixes reflete a adaptacéo evolutiva desses
organismos aquaticos as pressdes do ambiente aquatico, fornecendo uma resposta

imunoldgica eficiente e imediata contra uma ampla variedade de patégenos. Essa
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complexa rede de defesa contribui significativamente para a sobrevivéncia e saude

dos peixes em seu habitat natural e em sistemas de aquicultura (Jorgensen, 2014).

Diferentemente dos mamiferos, 0s peixes apresentam um sistema
imunologico adaptativo menos desenvolvido, mas o sistema inato deles é robusto e
eficaz. Esse sistema representa uma forma mais especializada e especifica de
resposta a patégenos, diferenciando-se do sistema imunolégico inato por sua
capacidade de reconhecimento preciso e memoria imunoldgica. Esse sistema
evoluiu para permitir uma resposta mais especifica a organismos invasores e
aumentar a eficacia da defesa imunoldgica ao longo do tempo o (Secombes e
Belmonte, 2016).

Uma das principais caracteristicas do sistema imunoldgico adaptativo dos
peixes € a presenca de linfocitos B e T, células especializadas na resposta imune
adaptativa. Os linfocitos B sao responsaveis pela produgéo de anticorpos, moléculas
gue se ligam especificamente a antigenos, marcadores encontrados na superficie de
patdogenos. Esses anticorpos ajudam a neutralizar e eliminar os patégenos do

organismo do peixe (Scapigliati, 2013; Scapigliati et al., 2018).

Os linfécitos T desempenham um papel crucial na resposta imune celular.
Eles reconhecem antigenos especificos e coordenam a resposta imune,
direcionando a eliminacdo de células infectadas. Essas células também estédo
envolvidas na formacdo de uma meméria imunolégica, permitindo uma resposta
mais rapida e eficaz em exposi¢des subsequentes ao mesmo patdogeno (Scapigliati
et al., 2018; Tian et al., 2022).

A tilapia produz varias citocinas e quimiocinas, como interleucinas, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferons, para regular as respostas imunolégicas.
Essas moléculas sinalizadoras auxiliam no recrutamento e ativacdo de células

imunoldgicas (Zou e Secombes, 2016; Li et al., 2023)..

A especificidade do sistema imunoldgico adaptativo é essencial para garantir
uma resposta direcionada a patdgenos especificos. O processo de selecdo clonal
permite que as células do sistema imunolégico adaptem-se e proliferem em resposta

a exposicdo a antigenos especificos, desenvolvendo uma memoria imunologica
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duradoura (Secombes e Wang, 2012; Kordon et al., 2021). Diferentes subclasses de
anticorpos podem ser geradas para atender a uma variedade de desafios
patogénicos. Essa capacidade de resposta flexivel € crucial para enfrentar a
complexidade e a diversidade de patégenos no ambiente aquatico (Kordon et al.,
2021).

2.4 Bacterioses na Producéao de Tilapia

A producdo de tildpia enfrenta uma série de desafios, dos quais as
enfermidades sao particularmente preocupantes (De Padua e Da Cruz, 2014).
Bacterioses sdo doencas causadas por bactérias patogénicas que afetam os peixes
em diferentes estagios de crescimento, representando uma ameaca a saude dos

peixes e a produtividade da aquicultura (Irshath et al., 2023).

Varias espécies de patdgenos sdo responsaveis por bacterioses em tilapias.
Alguns dos patdégenos mais comuns incluem Streptococcus spp., Aeromonas spp.,
Flavobacterium spp e Francisella spp. Essas bactérias podem causar uma série de
sintomas, incluindo lesdes na pele, Ulceras, deformacdes nas nadadeiras, inchaco
abdominal e, em casos graves, a morte dos peixes (Dong et al., 2017; Assane et al.,
2019; Delphino et al., 2019; Rodrigues et al., 2019; Pulpipat et al., 2019; Haenen et
al., 2023; Irshath et al., 2023).

Streptococcus € um género de bactérias Gram-positivas pertencentes a
familia Streptococcaceae. A estreptococose em peixes € causada principalmente por
cepas de Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae e Streptococcus
dysgalactiae. Estas bactérias podem infectar varias espécies de peixes de agua
doce e salgada, incluindo tilapias, trutas, salmdes e bagres (Romalde et al., 2008;
Bethke et al., 2017; Laith et al., 2017; EI-Noby et al., 2021; Nikolaisen et al., 2021;
Zhang et al., 2021).

Os sinais da estreptococose em peixes podem variar dependendo da espécie
afetada e da cepa especifica de Streptococcus envolvida. No entanto, os sinais

clinicos comuns incluem lesdes na pele, como Ulceras e erupcdes cutaneas,
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hemorragias internas, ascite, exoftalmia e letargia (EI-Noby et al., 2021; Sudpraseart
et al., 2021).

Aeromonas spp. € uma bactéria Gram-negativa amplamente distribuida em
ambientes aquaticos. Algumas cepas de Aeromonas podem ser patogénicas para
peixes, causando infec¢cdes graves, como a aeromonose. Os sintomas incluem
Ulceras na pele, hemorragias e mortalidade (Beaz-Hidalgo e Figueras, 2013;
Menanteau-Ledouble et al., 2016; Mzula et al., 2019; Assane et al., 2021;

Thirumalaikumar et al., 2021)

Flavobacterium spp. € um grupo de bactérias Gram-negativas pertencentes a
familia Flavobacteriaceae. Essas bactérias sdo comumente encontradas no
ambiente aquatico, incluindo 4gua doce e salgada, sedimentos. Algumas espécies
de Flavobacterium sdo conhecidas por serem patogénicas para peixes, causando a
flavobacteriose (Kumru et al., 2020; Lee et al., 2023).

A flavobacteriose € uma doenca que pode afetar uma variedade de espécies
de peixes cultivados em sistemas aquicolas. Os sinais da flavobacteriose podem
variar dependendo da espécie de peixe, da cepa bacteriana envolvida e das
condi¢bes ambientais. No entanto, os sinais clinicos comuns incluem lesdes na pele,
como Ulceras e manchas escuras, hemorragias internas e inflamacéo das branquias
e letargia (Orieux et a., 2013; Hai et al., 2020; Elgendy et al., 2022; Lee et al., 2023).

A ocorréncia de bacterioses € influenciada por uma série de fatores, incluindo
estresse ambiental, qualidade da agua, densidade de estocagem, temperatura e a
presenca de portadores assintomaticos dos patdgenos. Os surtos de doencas
bacterianas séo frequentemente desencadeados por mudancas nas condi¢cdes de
criacao (Reid et al., 2019; Lieke et al., 2020).

A transmissdo das bacterioses entre o0os peixes pode ocorrer de varias
maneiras, incluindo contato direto entre individuos infectados, agua contaminada,
consumo de alimentos contaminados e ferimentos na pele dos peixes. Fatores como
superpopulacéo, estresse ambiental, ma qualidade da agua e nutricdo inadequada

podem aumentar o risco de infeccao (Irshath et al., 2023).
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As bacterioses representam um desafio significativo para a producéo de
tilapia, uma vez que podem resultar em perdas substanciais de peixes, causando
prejuizos econémicos. O controle das bacterioses na producdo de tilapia envolve
uma série de estratégias preventivas e terapéuticas. A manutencao de boas praticas
de manejo, como o monitoramento constante das condi¢cbes de criacdo, a melhoria
da qualidade da agua, a reducdo do estresse e a alimentacdo balanceada, séo
fundamentais para prevenir doencas (Ghosh et al., 2020; Lieke et al., 2020; Mondal
e Thomas, 2022).

2.5 Franciselose em tilapia do Nilo

A franciselose, uma doenca bacteriana causada pela bactéria Francisella
orientalis (F. orientalis), emergiu como um desafio na aquicultura, especialmente na
producdo de tilapia. O impacto econdmico e ecoldgico dessa enfermidade a torna
uma questdo de importancia crescente no setor. A franciselose € uma doenca que
tem despertado crescente preocupacao na producao de tilapia do Nilo (Soto et al.,
2009; Leal et al., 2014; Soto et al., 2019; Ramirez-Paredes et al., 2020).

F. orientalis € uma espécie do filo das Proteobactérias e da familia
Francisellaceae. E uma bactéria cocobacilo pleomorfico, apresentando dimensées
que variam entre 0,2-0,4 um e 0,4-1,7 um, gram-negativo, estritamente aerdbio,
imoével, com metabolismo dependente de cisteina, com resultado fracamente positivo
no teste de catalase, positivo no teste de gelatinase, negativo no teste de citocromo
oxidase e incapaz de metabolizar D-alanina como fonte de carbono. Suas colbnias
exibem uma textura mucosa e podem variar em coloracdo, indo de branca-
acinzentada a cinza-esverdeada (Birkbeck et al., 2011; Ramirez-Paredes et al.,
2020).

Classificada antes como Francisella noatunensis subsp. orientalis, em 2020
passou a ser Francisella orientalis ap0s reclassificacdo com base em parametros
gendmicos, fenotipicos (fingerprint metabaolico) e quimiotaxonémicos (acidos graxos

celulares, quinonas) (Ramirez-Paredes et al., 2020).



16

F. orientalis € um patdégeno intracelular, o que significa que podem infectar
células hospedeiras, evitando a resposta imunoldgica e tornando o tratamento mais
desafiador. A patogenia envolve a invasao das células hospedeiras e a destruicao
dos tecidos afetados (Soto et al. 2009).

A franciselose é caracterizada por sinais que podem variar em gravidade, mas
frequentemente incluem apatia, natacdo erratica, perda de peso, Ulceras cutaneas,
hemorragias internas e, em estdgios avancados, uma taxa alarmante de
mortalidade. Os impactos nos peixes afetados sdo devastadores, resultando em
perdas econbmicas. Além disso, a doenca pode comprometer a qualidade da carne
dos peixes afetados, prejudicando a comercializacao dos produtos (Soto et al., 2009;
Soto et al., 2013).

A alta mortalidade associadas a franciselose pode levar além de perdas
econdmicas, um desequilibrio no ecossistema aquético onde esses peixes sdo
cultivados, afetando a biodiversidade e a saude geral do ambiente. A disseminacao
da doenca de sistemas de cultivo para a fauna aquatica natural € uma preocupacao,
uma vez que Francisella € uma ameaca para a vida selvagem aquatica (Soto et al.,
2013). Portanto, o controle eficaz dessa doenca ndo é apenas crucial para a
producao de tilapia do Nilo, mas também para a preservacao do equilibrio ecologico

nas areas de cultivo.

Tilapias podem ser acometidas por franciselose em todas as fases de cultivo,
mas principalmente peixes jovens durante os meses de outono e inverno, quando a
temperatura da agua diminui, situando-se entre 22-24°C. Isso resulta em elevadas
taxas de mortalidade, chegando a atingir até 80% dos lotes. (Soto et al., 2009;
Ramirez-Paredes et al., 2017). A gravidade dos sinais, 0s prejuizos econbmicos e 0s
impactos ambientais fazem da franciselose uma doenga de grande relevancia na

tilapicultura.

2.6 Uso de antimicrobianos no Controle de Bacterioses

Os peixes estédo suscetiveis a doencas devido a alta densidade em que sao
criados e as condi¢Bes de estresse a que sdo submetidos (Guardabassi e Kruse,
2010). Para controlar os surtos de enfermidades, o uso de antimicrobianos tem se
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destacado como uma estratégia. Esses antimicrobianos consistem em substancias
quimicas ou produtos farmacéuticos que visam tratar e prevenir a propagacao de
doencas (Okocha et al., 2018).

Antimicrobianos sdo amplamente empregados no tratamento de bacterioses
na producao aquicola. No entanto, o uso indiscriminado dessas substancias pode
acarretar diversos problemas para os animais cultivados, o0 meio ambiente e a
promogédo de cepas resistentes (Preena et al., 2020). No Brasil, apenas duas
substancias, a tetraciclina e o florfenicol, séo legalizadas para esse fim. Além disso,
o tratamento de enfermidades bacterianas, quando identificado em producdes
comerciais, apresenta desafios significativos em termos de manejo e custos

econdmicos elevados (Tavares-Dias e Martins, 2017).

Os antibidticos sédo as substancias mais utilizadas para tratar peixes doentes
e reduzir a disseminacao da infeccdo. Antibiéticos como a oxitetraciclina e florfenicol
sao utilizados no tratamento de infeccbes na aquicultura (Soltan et al.,, 2013). No
entanto, somente florfenicol € licenciado para a tilapicultura brasileira. O uso

responsavel e monitorado de antimicrobianos €é fundamental para evitar o

desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Moreira, 2012; Assane et al., 2022).

As duas formas mais comuns de administrar antimicrobianos em peixes
incluem a incorporacdo em rac6es medicadas e a adicdo direta na dgua (conhecida
como terapia de imersdo), ambas recomendadas no tratamento dos animais.
Contudo, € importante notar que alguns antimicrobianos ndo sdo totalmente
metabolizados pelos peixes e séo eliminados diretamente no ambiente através das
fezes. Aproximadamente 75% dos antibioticos administrados na racdo dos peixes

sdo excretados na agua (Romero e Feijoo, 2012).

Adicionalmente, observa-se a aplicagdo de wuma variedade de
guimioterapicos, antiparasitarios, vermicidas e fungicidas em campo, muitas vezes
sem supervisdo técnica adequada ou respaldo cientifico sobre os métodos de
aplicagdo. Isso acarreta riscos para a saude dos animais, consumidores e 0 meio

ambiente (Lunestad e Samuelsen, 2008; De Freitas et al., 2024).
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E importante destacar que o uso de substancias terapéuticas na aquicultura
requer um alto nivel de responsabilidade. O uso indiscriminado dessas moléculas
podem ter consequéncias negativas, como residuo no filé, contaminacdo ambiental
e o desenvolvimento de resisténcia microbiana (Read e Fernandes, 2003; Tavechio
et al., 2009; Burridge et al., 2010; Assane et al., 2024).

Os antimicrobianos ainda sao a principal ferramenta para o controle de
doencas. No entanto, a utilizacdo destes deve ser cautelosa para evitar danos na
seguranca alimentar e no meio ambiente. A presenca de residuos de
antimicrobianos nos produtos aquaticos representa um risco para a saude humana
guando esses produtos sdo consumidos (Wang et al., 2022; De Freitas et al., 2023;
Li et al.,2023; Assane et al., 2024). Além disso, a liberacdo desses compostos na
agua pode causar impactos negativos no meio ambiente, incluindo a contaminacéo
de ecossistemas aquaticos e a selecdo de cepas de bactérias resistentes em

ambientes naturais.

Uma das preocupacdes mais discutidas é a resisténcia microbiana. O uso
inadequado de antimicrobianos na aquicultura tem contribuido para o
desenvolvimento de bactérias resistentes a esses compostos. I1sso ndo apenas torna
o tratamento de infecces mais dificil, mas também representa uma ameaca
significativa a sadude humana, pois cepas resistentes podem ser transferidas da

aquicultura para a cadeia alimentar humana (Smith, 2008; Romero et al., 2012).

Os meios pelos quais as bactérias desenvolvem resisténcia aos
antimicrobianos compreendem a desativagdo do antibidtico através da sintese de
enzimas, como as [-lactamases. Além disso, a resisténcia pode ocorrer pela
reducdo da concentragdo intracelular, alcancada através da diminuicdo da
permeabilidade da membrana externa em bactérias Gram-negativas ou pelo uso de
bombas de efluxo. Outra estratégia de resisténcia envolve a modificacdo do local
ativo, onde ocorre a acao do antibidtico. Esses mecanismos sao adaptacdes que as
bactérias desenvolvem para enfrentar a pressao seletiva exercida pelos
antimicrobianos, resultando na resisténcia a essas substancias antimicrobianas
(Nested et al., 1998; Kocsis et al., 2013)
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Para lidar com essas preocupacdes, é crucial promover o uso responsavel de
antimicrobianos na aquicultura. Isso envolve a aplicacdo de dosagens adequadas e
0 monitoramento rigoroso dos residuos de antimicrobianos nos produtos de
consumo (Assane et al., 2024; De Freitas et al., 2023). Além disso, € essencial
buscar alternativas sustentaveis, como uso de aditivos nutricionais, vacinacao,
praticas de manejo eficazes e o desenvolvimento de sistemas de cultivo que
reduzam a necessidade de tratamentos quimicos (Yamashita et al., 2017; Assane et
al., 2019; Barnes et al., 2021; De Sousa et al., 2021).

A busca de antimicrobianos terapéuticos continua a explorar novas
substancias e abordagens para o controle de doencas, visando reduzir a
dependéncia de antibiéticos e produtos quimicos. Alternativas sustentaveis, como
vacinas, aditivos nutricionais e técnicas de manejo eficazes, estdo sendo

desenvolvidas para combater doencas de maneira mais segura e responsavel.

2.7 Aditivos

O fortalecimento do sistema imunologico da tilapia desempenha um papel
fundamental e uma abordagem eficaz envolve a utilizagéo de aditivos alimentares na
dieta (Ahmadifar et al., 2021; Liu et al., 2022: Acunha et al., 2023). A busca por
estratégias de controle de bacterioses pode promover o desenvolvimento de praticas
mais sustentaveis na aquicultura (Harikrishnan et al., 2011; Assefa e Abunna, 2018;
Opiyo et al., 2018).

O uso de aditivos funcionais na aquicultura, visando o aprimoramento do
sistema imunolégico de tilapias e o controle de bacterioses representa uma
abordagem eficaz para promover a saude e a resisténcia desses peixes em
ambientes de cultivo. Diversos aditivos comerciais sdo formulados para fortalecer as
defesas naturais das tilapias, contribuindo para uma resposta imunoldgica mais
robusta (Kord et al., 2022; Cornélio, 2023)

A utilizacdo de aditivos imunomoduladores ndo apenas visa fortalecer as
defesas imunoldgicas, mas também pode ter impactos positivos na taxa de

crescimento, na eficiéncia alimentar e na sobrevivéncia das tilapias. Além disso, ao
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promover um ambiente aquatico mais saudavel, esses aditivos contribuem para a
sustentabilidade da aquicultura, reduzindo a necessidade de tratamentos antibiéticos
e minimizando os riscos associados a resisténcia bacteriana (Amlashi et al., 2011;
Chakraborty et al., 2014; Reverter et al., 2014; Vanderzwalmen et al., 2019).

Existem diversos tipos de aditivos comerciais entre 0s quais os de origem
vegetal. Os extratos vegetais sdo boas fontes de compostos bioativos (fendlicos,
alcaloides, polifendis, polipeptideos e lectinas). Esses aditivos resultaram em melhor
saude e desempenho de crescimento de varias espécies (Coutteau et al., 2011).
Fitogénicos sdo produtos de origem vegetal que sédo incorporados a racdo com o
objetivo de melhorar estado de saude e melhoria do crescimento dos animais. Estes
sdo usados como aditivos na producao de ragdes para gado, e recentemente estao
sendo utilizados na fabricacédo de racdes para aquicultura (Citarasu, 2010). Além dos

fitogénicos, os prebidticos estédo entre os aditivos promissores da aquicultura.

A inclusdo de prebidticos na alimentacdo da tildpia desempenha um papel
importante na promocdo do equilibrio da microbiota intestinal. Um microbioma
saudavel estd diretamente relacionado a um sistema imunologico mais forte (Yuji-
Sado et al., 2015; Amillano-Cisneros et al., 2023). Prebiéticos sao ingredientes que
nao sao digeridos pelas enzimas digestivas do hospedeiro, mas que sdo fermentado
pela microbiota do trato digestivo dos animais, contribuindo para o seu equilibrio (De
Mesquita e Andrade, 2021).

Os componentes ativos da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae/ SC) sao compostos principalmente de [(-Glucano,
Mananoligossacarideos (MOS), glicoproteina e quitina. A parede celular de levedura
destaca-se como uma fonte rica em beta-glucanos, que sdo conhecidos por
estimular o sistema imunolégico das tilapias. Essa estimulacdo imunolégica néo
apenas fortalece as defesas naturais dos peixes contra patdgenos, mas também
contribui para uma resposta mais eficaz durante desafios infecciosos (Bowman e
Free, 2006; Bzducha-Wrdbel et al., 2014; Zhang et al., 2020).

A inclusdo desses aditivos na dieta das tilapias também visa melhorar a

saude intestinal, estimulando o crescimento de bactérias benéficas no trato
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gastrointestinal. Um sistema digestivo saudavel favorece a absorcédo eficiente de
nutrientes, resultando em um melhor aproveitamento da dieta e, consequentemente,

em um crescimento mais eficaz das tilapias (Yilmaz et al. 2007).

Outro ponto relevante é a contribuicdo para a resposta antioxidante.
Componentes presentes na parede celular de levedura tém propriedades
antioxidantes que ajudam a proteger as células das tilapias contra o estresse
oxidativo, promovendo assim a resisténcia a condi¢cdes adversas (Zhang et al., 2012
; Dawood et al. 2017).

Os antioxidantes desempenham um papel importante na protecao das células
das tilapias contra o estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode comprometer a
eficacia do sistema imunoldgico, e os antioxidantes auxiliam na neutralizacdo de
radicais livres, promovendo a saude celular e a resposta imunoldgica (Lu et al.,
2019; Dawood et al., 2020; Fath El-Bab et al., 2022).

Os fitogénicos a base de saponinas tém se destacado como uma alternativa
promissora na alimentacdo de peixes, apresentando diversos beneficios para sua
saude e desempenho em sistemas de aquicultura. As saponinas séo glicosideos
encontrados em diversas plantas, conhecidas por suas propriedades biolégicas,
incluindo atividades imunomoduladoras e anti-inflamatérias (Behboudi e Morein,
1999; Francis et al., 2005; Fleck et al., 2019).

Yucca schidigera (Y. schidigera/ YS) pertence a familia Asparagaceae e tem
sido amplamente utilizada devido as suas propriedades farmacolbégicas e
nutricionais. A planta é rica em saponinas, polifendis e esterdis. Outra planta rica em
saponinas é a Quillaja saponaria Molina (Q. saponaria /QS), uma arvore medicinal
tradicional nativa da regido dos Andes, tém sido extensivamente investigadas para

possiveis aplicagbes medicinais (Abozeid et al., 2021; Dai et al., 2023).

A inclusdo de saponinas na dieta de peixes pode desencadear respostas
imunoldgicas positivas. Essas substancias tém a capacidade de modular o sistema
imunologico, fortalecendo as defesas naturais dos peixes contra patdogenos. Esse

reforco imunologico contribui para uma resisténcia a doencas mais robusta,
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reduzindo a suscetibilidade a infec¢cOes bacterianas e virais (Fernandes, 2014,
Sannasimuthu et al., 2014; Cortés et al., 2023).

As saponinas melhoram a imunidade da tilapia do Nilo e resisténcia
contra Aeromonas hydrophila com a adi¢cdo de YS (0,1%) na 4gua (NJAGI et al.,
2017). Resultados semelhantes foram obtidos por Reham et al. (2019) para
hematologia de tilapia do Nilo ap6s uma implementacéo de YS em agua por 93 dias.
Amoah et al. (2017) relataram aumento da imunidade inata de bagres (Silurus
asotus ) com suplementacdo de 0,05% de YS por 8 semanas. Da mesma forma,
Guroy et al. (2014) concluiram que a incorporacdo dietética de YS ( 0,15%)
melhorou parédmetros hematolégicos de P. hypophthalmus. Fayed et al. (2019)
descobriram que a presenca de YS (0,75 mg/L)na agua melhora o perfil sanguineo e
a imunidade de juvenis de robalo europeu. E efeitos positivos das saponinas de QS
foram observados nas respostas imunoldgicas de Cyprinus carpio var. Jian (Wang et
al., 2015).

Além disso, as saponinas podem influenciar a resposta inflamatoria nos
peixes. Sua acdo anti-inflamatéria pode ser benéfica na mitigacdo do estresse
oxidativo, proporcionando um ambiente interno mais equilibrado. Reduzir a
inflamacdo também esta associado a uma melhoria na eficiéncia alimentar e no
crescimento dos peixes, contribuindo para uma producéo mais eficaz (Cortés et al.,
2023).

Outro aspecto relevante é a potencial influéncia das saponinas na melhoria da
digestibilidade dos nutrientes. A promocao da saude intestinal é essencial para a
absorcdo eficiente de nutrientes, e as saponinas podem desempenhar um papel
nesse contexto, estimulando o desenvolvimento de uma microbiota intestinal
favoravel (Johnson et al., 1986). Estudos relatam efeitos beneféficos de saponinas
na microbiota intestinal para melhorar a funcéo imunologica em peixes (Angeles et
al., 2017; Ma et al., 2017; Abozeid et al., 2021; Dai et al., 2023).

A incorporacao de aditivos a base de levedura e saponinas na dieta da tilapia
do Nilo visa otimizar o funcionamento do sistema imunolégico, tornando o0s peixes

mais resistentes a infeccbes e doencas. Isso ndo apenas resulta em uma taxa de
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sobrevivéncia mais alta, mas também reduz a necessidade de tratamentos

terapéuticos, como antibiéticos.
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Capitulo 2 — Plant derived feed additive improves immune response and resistance to

Francisella orientalis in nile tilapia

Abstract

Feed additives have been reported to improve the immune system and health of tilapia. This
research aimed to assess the impact of dietary supplementation with additives on the
resistance of Nile tilapia to franciselosis. The effect of two different doses of Yucca and
Quillaja blend, Quillaja extract, and a yeast-based product was evaluated on the immune
status and survival of Nile tilapia challenged with Francisella orientalis. Five groups (YQ,
YQS, QS, SC and CG)) were employed in this experiment, encompassing four diets, besides
the control groups (challenged and unchallenged). The study consisted of two phases where
Nile tilapias were fed a basal diet mixed with feed additives. The first phase lasted 30 days,
and the second extended to 60 days of dietary supplementation. At the end of the first phase,
the lowest cumulative mortality rate was observed in groups YQ (52%) and QS (50%). After
60 days of supplemented feeding, the additives impacted enhanced the concentration of total
protein, globulin, and the innate immune system response. At the conclusion of the second
phase, fish from the groups challenged with bacteria exhibited over than 50 % of mortality,
whereas groups YQ and QS presented less than 50 % mortality. The survival rates were
significantly higher in the group fed with quillaja extract than those in the challenged control
(p < 0.05). These findings imply that feed additives have the potential to enhance the innate
immune system and improve survival against franciselosis infection, particularly after sixty

days of dietary supplementation.

Keywords: Dietary supplementation; fish health; Infection; Survival.
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1 Introduction

The aquaculture play a fundamental role in the production of quality food for a
population in constantly growing. However, intensive systems favors a stressful condition for
fish, leading to more intense and frequent diseases outbreaks.(Ng and Koh, 2017). One of the
greatest challenges for the development of aquaculture in line with the one health concept is
the occurrence of bacterial diseases, such as francisellosis, caused by Francisella orientalis
(F. orientalis). F. orientalis is a fastidious facultative intracellular bacterial pathogen that
affects tilapia and its hybrids. This Gram-negative pathogen causes disease characterized by
granulomatous inflammation with mortality rates that can exceed 80 % (Soto et al., 2009).

Franciselosis have a large economic impact in fingerlings and juveniles of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) aquaculture in the world and especially in Brazil in
the winter months, when the water temperature in the South and Southeast regions is lower
than 24 °C (Sebastido et al., Soto et al., 2009; Oliveira et al., 2022). Consistent with their
intracellular nature, isolates of F. orientalis are resistant to the standard protocols for
treatment. Thus, innovative and sustainable approaches are necessary for Francisellosis
control.

The elective therapeutic strategy for francisellosis outbreaks is antibiotic therapy.
However, its indiscriminate use may leads to antibiotic-resistant strains and poses potential
risks to environment, which are global concerns (Han et al., 2020; Mo et al., 2020; Okeke et
al., 2022) Additionally, commercial vaccines are still absent for prevention of francisellosis.
Thus, the pursuit of preventive measures that are less harmful and more eco-friendly is of
major importance for development of tilapia sustainable farming.

Nutritional additives enhance fish immunityand reduce the need for antibiotics, thus
mitigate the risks associated with the development of bacterial resistance, adverse

environmental impacts and issues regarding the consumer’s health. Components such as
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probiotics, prebiotics, and antioxidants work synergistically to modulate the immune
response, promoting natural resistance against pathogens, including F. orientalis (Jacela et al.,
2009).In addition to strength the immune defenses of fish, some nutritional additives can play
direct effects on F. orientalis. Yeast extracts and saponins are commercial additives with
potential to inhibit bacterial growth (Abdel-Tawwab et al., 2021; Cortés et al., 2023; Taoka et
al., 2006), contributing to the effective control of francisellosis. However, the knowledge of
intrinsic properties regarding the influence of these additives in the immune system of fish are
limited. The combination of a compound which is immunostimmulant and bactericidal seems
to be an efficient and reliable alternative to antibiotics for control of F. orientalis. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effects of dietary supplementation with additives on

the immune system and resistance of Nile tilapia against francisellosis.

2 Material and Methods
2,1 Animals, additives, and bacterial strain

The Nile tilapia (16.7 + 0.8 g) were sourced from a commercial fish farm and stocked
in tanks (500 L/ 25 + 1.5 °C) for acclimatization during two weeks. A subsample of the
population (n=10) was confirmed negative for parasites and bacteria by complete clinical
analysis.

The additives QS (purified extract from Q. saponaria), SC (yeast cell wall of S.
cerevisiae), YQ (compounds of Y. schidigera and Q. saponaria extract) and YQS
(combination of YQ and SC) used in this research were produced and supplied by a health
animal company, Séo Paulo, Brazil.

The strain of F. orientalis (Genbank OR514621) was isolated from a mortality
outbreak on a tilapia farm and it is stored at the bank colletion of the Laboratory of

Microbiology and Parasitology of Aquatic Organisms (LAPOA).
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The experimental procedures comply with the guidelines and were approved by the
Ethics Committee for Animal Use of the Faculty of Agricultural and Veterinary Sciences —

UNESP (protocol no. 003928/23).

2.2 Growth condions of F. orientalis

The strain of F. orientalis was grown on modified Muller Hinton agar (MMH)
supplemented with fetal bovine serum (3 %), glucose (1 %), and L-cysteine chloride (0.1 %)
for 72 hours at 24 °C. Subsequently, a pure colony was transfered to MMH broth. Broth
cultures was grown for 36 hours at 24 °C in a shaker at 170 rpm. After bacterial growth, the
culture was centrifuged (3000 g/4 °C/10 min). The inoculum was adjusted to 0.5 at ODgys,
and the concentration was confirmed through counting of serial dilutions (1:9, inoculum/

sterile phosphate buffered saline PBS).

2.3 Diet preparation

The experimental diet was formulated to meet the nutritional requirements of the
species (Table 1). The experimental diets were prepared at the Fisheries Institute in Sdo José
do Rio Preto, Sdo Paulo. The diet was produced by the extrusion of the feeds, the ingredients
were first ground together in a hammer mill (Viera MCS 350, Tatui, SP, Brazil), then mixed
in a horizontal mixer (Imbramaq), and extruded (extruder Ferraz E62, Ribeirdo Preto, SP,
Brazil) to a size of 3mm in diameter. The temperature during the extrusion process was
maintained between 90 and 100°C, and after extrusion, they were dried in a continuous
tubular dryer (Ferraz) for 15 minutes at a temperature ranging from 100 to 110°C.

The extrusion conditions were tested and adjusted in advance. Following extrusion,

the feed was dried in an oven at 50°C for 4 hours, followed by packaging and storage at -4°C
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until use. During the experimental period, the feed was provided four times a day (8:00 AM,
11:00 AM, 2:00 PM, and 5:00 PM) until apparent satiety.

Four diets were prepared by supplementing additives in the formulated diets at YQ (2g
Kg), YQS (1g Kg), QS (0.5g Kg) and SC (3g Kg). A basal diet without additives
supplementation was used as control group (CG).

Table 1. Feed formulation of the basal diet.

Ingredients Contents (%)
Corn 24.9
Soybean meal 18,8
Poultry by-product meal 18,0
Broken Rice 8,0
Wheat bran 7,0
Meat and bone meal 6,0
Hemoglobin 2,0
Soybean oil 2,0
Vitamin C** 0,03
Corn gluten meal 2,0
Vitamin Premix? 0,4
Filax antifungal 0,3
Salt 0,3
Mineral Premix® 0,2
DL-Methionine 0,2
Banox Antioxidant® 0,1
Proximate composition

Crude protein (%) 34,00
Crude energy” (Kcal) 3238,83
Crude fiber (%) 2,78
Crude lipid (%) 7,00
Ash (%) 8,30

“Units kg * of diet. 1 Vitamin C (35%) - Heilongjiang NHU Biotechnology CO. Ltd / China.

23 \itamin and Mineral Supplement* - De Heus — Rio Claro-SP - Vitamins: A = 12,000 1U, D3 = 3000.00 IU, E = 150.00, K = 15.00 mg, B1
= 20.00 mg, B2 = 20.00 mg, B6 = 17.50 mg, B12 = 40.00 mcg, Folic Acid = 6.00 mg; Pantothenic acid = 50.00 mg; Biotin = 1.00 mg;
Niacin = 100.00 mg; Choline = 500.00 mg; Cobalt = 0.40 mg; Inusitol = 125.00 mg; Copper = 7.50 mg; Iron = 100.00 mg; lodine = 0.80 mg;
Manganese = 50.00 mg; Selenium = 0.50 mg; Zinc = 120.00 mg;

“Banox Antioxidant™ - Alltech, S&o Pedro do Ivai, PR/Bra: 25.00 mg..

2.4 Experimental design
Fish were kept for two weeks for acclimatization to the laboratory condition. 1440 fish

(16.97 + 0.49 g) were randomly distributed into six groups, with four replications each at a

rate of 60 fish per 500 L tanks.
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For the evaluation of the experimental diets, two experiments were conducted. In
Experiment 1, the fish were fed the experimental diets for 30 days, after which they were
challenged with F. orientalis. In Experiment 2, the fish were fed with experimental diets for
60 days, after which they were subjected to challenge with F. orientalis.

The experimental groups were divided into six treatments:
e Group 1 (CYQ): Fish fed with YQ and challenged with F. orientalis.
e Group 2 (CYQS): Fish fed with YQS diet and challenged with F. orientalis.
e Group 3 (CQS): Fish fed with QS and challenged with F. orientalis.
e Group 4 (CSC): Fish fed with SC and challenged with F. orientalis.
e Group 5 (CCG): Unsupplemented - challenged with F. orientalis (Positive control).
e Group 6 (UCG) - Unsupplemented — unchallenged (Negative control).

Temperature, dissolved oxygen and pH were measured daily using the Horiba U-50®
multparameter probe (Japan). Total ammonia was measured by the colorimetric method (Kit
Labcon Test®, Brazil). The averages of water parameters were: temperature 25.70 + 1.52°C;

dissolved oxygen 6.40 + 1.07 mg L™ %; pH 6.70 + 0.5; total ammonia 3.25+ 1.35 mg L™ ™.

2.5 Biochemical and immunological analysis

At the end of the experiment trials (30 or 60 days), three fish per tank were
anesthetized with benzocaine (100 mg L), and the blood was withdrawn from 8 fish per
experimental unit from the caudal vein. Heparinized blood was used to analyze leukocyte
respiratory activity (O.D.) following protocol established by Biller-Takahashi et al. (2013).

Non-heparinized blood was allowed to coagulate for 1 h and centrifuged at 14009 for
15 min at 4 °C to obtain blood serum. The blood serum was stored (- 80 °C) until analysis.

Total protein (g dL) and albumin (g dL) were measured using a commercial total protein Kit
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(Lab Test®). Globulin (g dL) was determined by subtracting albumin from total protein.

Lysozyme activity (ng pL) was determined according to Zanuzzo et al. (2017).

2.6 Bacterial challenge

A pathogenic F. orientalis strain was used to determine the LDsy for experimental
infection. For this, 50 fish were distributed in five tanks, with 10 fish per tank and the dosis of
the inoculum for i.p challenge were from 10 to 10 CFU mL™* (0.1 mL of inoculum for each
10 grams of fish weight). At the end of the feeding trial (30 and 60 days), tilapias were used in
two bacterial challenges with the selected dose LDso (3.6 x 10> CFU/ml). At experiment 1 (30
days trial), fish (79.6 + 4.36 g) were divided into five groups, with four replications each. In
experiment 2 (sixty days trial), tilapia (172.7 = 16.6 g) from the five groups were challenged

with F. orientalis.

Before experimental infection, fish were anesthetized in benzocaine (100 mg L). Fish
of the first groups were intraperitoneally (ip) challenged inoculum. The negative control was
ip injected with 0.1 mL of sterile PBS. Then, fish were evaluated for behavior changes and
clinical signs. The mortality was ascertained every two hours at firt five days and posterorly

six times during twenty one days after infection.

2.7 Histopathological assessment

Dead and surviving fish were subjected to a complete clinical examination The spleen
from the fish that died during infection and surviving fish on day twenty one post-challenge
were fixed by immersion in 10% neutral buffered formalin for 48 hr. Subsequently, they were
subjected to progressive dehydration (ethanol), then, diaphanized in xylol, impregnated and
included in paraffin. The blocks were sectioned (5um) and stained with haematoxylin and

eosin (HE) for histopathological examination under an optical microscope (Nikon Eclipse
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E200®) connected to a camera (Moticam® 2300). Slides were analysed, and photomicrographs

were captured and used for histological description.

2.8 Bacterial re-isolation

Recently dead fish from each treatment during infection and surviving fish from all
experimental groups post twenty one days were euthanized (benzocaine overdose dose) for re-
isolation of the bacteria from spleen and kidney Spleen and head kidney were collected and
homogenized in sterile PBS using glass beads. The resulting homogenized was streaked on
MMH media and BHI incubated at 24°C for 72 hr / 28°C for 48 hs, respectivaly. After
incubation pure cultures were subjected to gram staining to morphologically verify F.

orienlalis and confirmed using molecular identification by conventional PCR (16s)

2.9 Statistical analysis

Comparing lethal dose ratios was analyzed using probit regression with arbitrary
slopes (Lei and Sun, 2018). Cumulative mortality and survival percentage data were analyzed
using the Kaplan-Meier method (Log-Rank test). Multiple comparisons were performed using
the Holm-Sidak method to isolate different groups. The remaining data were subjected to the
Shapiro-Wilk and Levene tests to verify normality and homoscedasticity respectively. The
data were subjected to a one-factor analysis of variance and when significant differences were

verified, it were subjected to comparison using the Tukey test with a significance of 5%.

3 Results
3.1 Biochemical and Immunological analysis

The average of total protein, albumin, and globulins in the serum blood of the tilapia
are shown in Table 1. An increase in the concentration of total proteins and globulins was
observed after 60 days of feeding wih the experimental diets in all groups. The concentration

of total proteins was higher in fish fed with additives compared to fish fed with feed without
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supplementation, with a statistical difference between YQ, YQS, QS, SC and the control
group (p<0.05).

The albumin concentration did not show a significant difference between the
treatments (Table 2). A higher concentration of globulins was observed in all supplemented
groups after 60 days of feeding, differing significantly from the control group (p<0.05).

Table 2 — Serum concentration of total protein (TP), albumin (ALB) and globulin (GLOB) of
Nile tilapia fed with commercial additives. Values are means + standard deviation.
30 days 60 days
Gp* TP(gdl™)  ALB(gdl) GLOB(gdl) TP(gdl) ALB(gdl) GLOB (gdl™
CG 3.07+0.66 1.61+0.32 1.76+0.83 3.56+0.4*  1.76+0.05 1.48+0.39°

YQ 3.49+0.35 1.53+0.23 2.09+0.35 455+0.11°  1.72+0.06 2.83+0.11°
YQS  3.29+0.20 1.47+0.21 2.17+0.33 457+0.18°  1.78+0.07 2.82+0.19°

QS 3.53+0.35 1.62+0.18 2.03+0.33 4.53+0.28 1.77+0.08 2.79+0.23°

sC 3.49+0.42° 1.39+0.27 2.15+0.45 4.77+0.22°  1.85+0.04 2.42+0.21°

*Groups: CG: Unsupplemented; YQ: Fish fed with Y. schidigera and Q. saponaria; YQS: Fish fed with combination saponin blend and S.
cerevisiae; QS: Fish fed with Q. saponaria; SC: Fish fed with yeast cell wall.

The innate immune response was not influenced by the supplemented diet in the
groups fed for thirty or 60 days (Figure 1).

The respiratory activity of leukocytes in groups YQ, YQS, QS and SC no differed
significantly from the control after 60 days of supplementation (p > 0.05). As well, the
concentration of the serum lysozyme activity of Nile tilapia was not influenced by the

administration of 30 and 60 days of diet with additives at any time (p > 0.05).
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Figure 1. Leukocyte respiratory activity (a) and serum lysozyme levels (b) in Nile tilapia
supplemented with additives for 30 and 60 days.
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3.2 Survival after F. orientalis infection
No mortalities or behaviour abnormalities were observed in fish from unchallenged

group. After feeding for 30 days with the experimental diets and bacterial challenge, the first
deaths were observed four days after inoculation of the bacteria in all challenged groups.

The first signs of infection to appear were lethargy and lack of appetite, bleeding at the
base of the fins (pelvic and pectoral). After the fourth day, other clinical signs preceded the
death of infected fish, such as loss of balance and reduced opercular movements, in addition
to unilateral and bilateral exophthalmia. Internally, the most notable gross pathological
alteration observed was the presence of numerous multifocal white nodules scattered
throughout the anterior kidney and spleen, accompanied by splenomegaly, hepatomegaly and

renomegaly (Figure 2).

Figure 2. Tilapia with the gross signs of the Franciselosis disease. A — Fish from treatment
group showing hepatomegaly. B and C — fish from challenged control group, tilapia with
white nodules in the spleen, splenomegaly and hepatomegaly (arrows). D - white nodules
throughout the spleen. Bar = 3 cm.
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During the observation of behavior and clinical signs, it was found that CYQ and
CQS, after the fifth day of infection, recovered first from the infection than others, which was
confirmed by the reduction in clinical signs and recovery of feed intake.

Regarding the cumulative mortality of tilapia fed with the experimental diets for 30
days, no fish died in the unchallenged group. Fish of the challenged control group had the
mortality rate (64%), followed by fish of CYQS (60%), CSC (59%), CYQ (52%) and CQS
(50%) (Figure 3a). However, no statistical difference was observed between all groups (p >
0.05).

Mortality of fish fed for 60 days was higher in the challenged control (55.6%),
followed by CYQS (53.4%), CSC (52.2%), CYQ (47.7%) and CQS (31.8%). CQS presented
the lowest mortality than CCG with a significant difference (p > 0.05) over the 21 days after
the challenge (Figure 3b). Mortality has stopped first in groups CYQ and CQS, which also

had the highest number of surviving fish.
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Figure 3. Survival of Nile tilapia fed with experimental diets for 30 (A) and 60 days (B) and
challenged with bacteria.



46

3.3 Histopathological findings
Histopathological analysis showed the control group injected with PBS did not show

any granulomatous lesions in the spleen. The tissue sections from the surviving fish on day
twenty one post-challenge showed granulomas. Multiple granulomas were observed all over
the splenic tissues of the fish that died on infection period (Figure 4). An increased menalo-
macrophage centers (MMCs) and few granulomas were found in the spleen of survivors fish
from CQS. The CCG, CYQ, CYQS and CSC tissues presented many granulomas. The

granulomas were present at different levels of development.

Figure 4. Histological photomicrographs of Nile tilapia spleens (H.E.): noninfected spleen (A
— 4x), showing normal splenic parenchyma and stroma; MMCs in spleen (B — 4x) and
severely infected spleen (C and D — 40x) at 21 d after challenge with Francisella, showing
multifocal granulomatous lesions with mixed inflammatory infiltrates.
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3.4 Bacterial recovery of F. orientalis in surviving fish
At the first trial (30 days experiment), F. orientalis was recovery in 25 % (2 / 8) of the

surviving fish from CYQ and CQS. The bacteria reisolation achieved 75 % (6 / 8) in the
positive control, 75 % (6 / 8) in CSC and 62,5 % (5/8) in CYQ.

Regarding the seconde trial (60 days experiment), F. orientalis was reisolated from all
experimental groups, with a recovered of isolation in CCG (100%, 8 / 8), followed by groups
CYQS (87.5%, 7/ 8) and CSC (87.5%, 7 / 8). However, bacterial recovery for the CYQ and

CQS was quite low, with recovery rates of 37.5 % (3 / 8).

4 Discussion
The elective measure against F. orientalis is antibiotic therapy (administered in the

fish feed). But in many cases, antibiotics effectiveness may be limited due to
hyporexia/anorexia, which is one of the main clinical signs of franciselosis. Also, the late
onset of treatment and intracelular pathogen are pointed as limiting factors for antibiotic
efficacy. Thus, the search for substances that reduce the need of antibiotic therapy are of
major importance.

The modulation of the fish immune system is a good alternative to prevent the
franciselose and reduce the risks of using antibiotics. The extracts of Q. saponaria, an
evergreen tree native to Chile is rich in saponins, hydrophobic core or aglycone, called
sapogenin, and two sugar branches that confers to these molecules an amphipathic character
and particular chemical and biological properties, able to bacterial association with cells, as
well as modulate intracellular processes (Cortés et al., 2023).

Saponins have been studied for a long time because they have a wide variety of
properties such as anti-inflammatory, anti-allergic, antiviral and immunostimulants (Hassan et

al., 2010; Lacaille-Dubois and Wagner, 1996; Mimaki and Sashida, 1996). In our studies, the
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immunostimulant properties of Pag-Xtract (purified extract of saponins) helped Nile tilapia
increased the survival after infection with F. orientalis and reduced the recovery of bacteria in
the fish after 21 days of experimental infection. This product increased the resistance of
tilapia to infection and accelerated the recovery process.

The results obtained in this research are consistent with previous studies on the effect
of quillaja extract on resistance to bacterial infection in other fish species. Q. saponaria
extracts had a protective effect against Piscirickettsia salmonis in vitro (Cafion-Jones et al.,
2020), reduced the mortality caused by Aeromonas hydrophila in juvenile of Piaractus
mesopotamicus (Fernandes, 2014) and increased the survival of Salmon salar against
Piscirickettsia salmonis infection (Cortés et al., 2023).

Y. schidigera, a plant originates from the deserts of the South-western United States
and Mexico, has abundant amount of saponin and resveratrol which can eliminate the
waterborne ammonia and lower its impacts on aquatic animals’ performance and health
(Fleck et al., 2019; Paray et al., 2021). In our experiment, fish fed with the additives rich in Q.
saponaria,Y. schidigera and yeast wall during 60 days had an increase in the concentration of
total proteins and globulins. Serum total protein is an important measure of the health and
nutritional status of fish. In a general context, the results showed parameters within the
normal range for tilapia (Mauel et al., 2007; Rodrigues et al., 2018).

Our findings corroborate other previous studies, the researchers found a significant
increase in total protein and globulins in fish fed with saponins (Elkaradawy et al., 2021;
Serrano, 2013) and yeast wall (Abu-Elala et al., 2018; Huang et al., 2023).

The inclusion of nutritional additives plays a crucial role in improving diet quality by
providing a more balanced intake of proteins and essential amino acids, which may contribute

to increased protein levels ascertained in fish. As seen in our results, a supplemented diet can
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result in greater protein levels. Indeed, the use of additives may be associated with higher
protein level, and consequently, with higher levels of serum globulins.

Nutritional additives with immunomodulatory properties such as saponins blend and
Q. saponaria extract can strengthen the immune system and positively influence the synthesis
of total proteins, including those found in blood serum.

The innate immune system is very important in the defense mechanisms of fish
(Magnadattir, 2006). Oxidative burst and stress in tilapia are directly correlated, since stress is
often associated with increased production of reactive oxygen species (ROS) in the organism.
However, it is important to understand that the relationship between stress and oxidative
stress can be complex.

Fish need a stressful situations for leukocytes to be activated to combat perceived
threats. This can lead to an increase in ROS production as part of the immune response.
Oxidative burst is a mechanism by which leukocytes, particularly neutrophils, generate
reactive oxygen species (ROS) to combat pathogens (Sharp and Secombes, 1993).

In this study, dietary supplementation of tilapia with YQ, QS and SC did not change
lysozyme activity, showing no stimulation or inhibition of this protein. Greater lysozyme
activity was observed for the treatments, with no significant differences compared to the
control group.

Lysozyme concentration may vary due to sex and sexual maturity, as well as stress
and environmental conditions (Saurabh and Sahoo, 2008).The increase in lysozyme activity
is not indicative of greater resistance in the fish, but may reflect a greater susceptibility of the
organism to the stressor or pathogen (Fevolden et al., 1994).

It is interesting to note that the additives may be improving fish resistance in a way

that is not directly related to Leukocyte respiratory activity and lysozyme activity. The action
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of immunomodulatory additives may involve complex interactions between various
components of the immune system and other fish body systems, such as phagocytic cells,
cytokines, or cells involved in the adaptive immune response.

In intracellular pathogens such as F. orientalis, it has long been believed that cell-
mediated immunity is critical for protection. Furthermore, synergy between antibodies,
cytokines and phagocytes appears to be necessary to achieve effective immunity against the
pathogen (Ellis, 1999).

In the literature there is no consensus on the ideal duration of administration of diets
supplemented with immunostimulants to increase the resistance of fish to pathogens. The
periods described for this objective to be achieved are short (days) and long (months)
(Alvarez-Rodriguez et al., 2018; Mara et al., 2023). Our findings suggests a administration of
diets supplemented higher than thirty days.

The presence of saponins in the diet positively affects the hematological aspects and
immunological response of sea bass, Dicentrarchus labrax (Fayed et al., 2019). Furthermore,
lysozyme activity in juvenile O. niloticus increases with the inclusion of yucca in the diet
(Njagi et al., 2017). However, the same authors also reported that dietary yucca use greater
than 0.1% did not show any additional increase in lysozyme activity.

Dietary yucca meal supplementation improves growth, promotes nonspecific immune
responses, and increases resistance against A. hydrophila bacterial challenge in Nile tilapia
(Njagi et al., 2017). However, the same authors emphasize the importance of the right dosage.

Nile tilapia supplementation with Quillaja and yucca saponins induced synergistic
effects that improved water quality, growth performance, immuno-oxidative status, digestive

enzymes, and intestinal histomorphology (Abozeid et al., 2021).
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Previous studies reported that the combination of Quillaja and Yucca improved
performance, antioxidant activity, metabolic response (glucose) and resistance of fish to
hypoxia. Thus, these natural and renewable resources could therefore be considered potential
alternatives to synthetic antioxidant products used in the aquaculture industry (Angeles Jr et
al., 2017).

Saponins have the ability to stimulate the production of cytokines (Piacente et al.,
2005). Saponins significantly increase the gene expression of C3, INF-1 and INF-I11 in both the
kidney and spleen, both before and after bacterial challenges. The increase in the expression
levels of cytokines and effector molecules constitutes an indication of the host's ability to
mitigate or interrupt the infectious process. The mechanisms operating in this initial response
play a crucial role in inhibiting the replication of the pathogenic microorganism, and in some
cases, in its destruction. Thus, the modulation of IL-1 and IL-8, as well as INF-1 and INF-II,
together with effector molecules, such as C3, originating from the innate immune system, and
CD8+ T cells, components of the immune response mediated by cells, serves as an indicator
of an active response generated by the host to suppress the intracellular replication of
pathogens in previously infected cells (Cortés et al., 2023).

Quillaja extract promotes phagosome-lysosome fusion. By modulating the expression
of IL-12 and IL-10 in infected cells, it promotes the immune response against the pathogen
and reduces the expression of pathogen virulence genes, generating specific anti-invasion and
anti-intracellular replication effects in macrophages (Corteés et al., 2021).

Our results suggest that in a bacterial challenge with F. orientalis, saponins may be
especially useful. F. orientalis is a facultative intracellular bacterium that is difficult to treat.

However, by improving the tilapia's immune response, saponins help fight infection more
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effectively. Antibiotic treatment can be significantly reduced in fish with a robust immune
response (innate and cellular adaptive) due to feeding saponins.

Previous studies have shown that dietary yeast supplementation for Nile tilapia
significantly improved the length/width and absorption area of the intestine. This increase in
intestinal morphometry promoted feed consumption, nutrient utilization and performance
(Abdel-Tawwab et al., 2018; Adeshina et al., 2019).

Diets with yeast cell walls increase antioxidant enzymes that act to reduce reactive
oxygen metabolites, increasing tolerance to oxidative stress (Dawood et al., 2017; Gu et al.,
2011; Zhang et al., 2012). Dietary inclusion of yeast has a positive impact on growth, feed
efficiency, immune response and disease resistance in Nile tilapia (Abu-Elala et al., 2018), In
this study, the yeast wall-based additive did not influence lysozyme activity nor it confer
resistance to francisellosis.

In this research, yeast cell walls did not confer resistance to tilapia against
francisellosis, unlike findings in the literature for other bacterioses, where researchers found
an increase in the resistance of fish against infection by Edwardsiella tarda and Aeromonas
hydrophila (Abdel-Tawwab, 2012; Taoka et al., 2006). It suggests that this additive can act by
increasing the immunological defense of tilapia against pathogenic bacteria that are not
intracellular.

The histopathological results obtained in the current study was consistent
with previous publications (Nguyen et al., 2015; Soto et al., 2013). Histological
manifestations revealed the vast difference between those of QS and others treatments to
francisellosis diseases. Many studies showed Nile tilapia as a host may not be able to

effectively eliminate the F. orientalis after the infection It can be seem as multiple
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granulomas containing cocco-bacilli bactéria harboured macrophages were (Soto et al., 2011;
Ramirez-Paredes et al., 2019).

A low number of bacteria (about 1 CFU/fish) are able to produce granulomas in
important hematopoietic and osmoregulatory organs (Soto et al., 2009). The presence of
significant lesions in spleen of survivors make the fish more susceptible to other diseases
found in culture farms due to lesions cause immunosuppression. The increasing number of
MMCs in spleen observed in QS may indicate efficient cellular immune responses upon the
bacterial infection. In agreement with histological results, active MMCs in infected fish may
explain the lower number of recovery of F. orientalis from spleen. This suggests a fish
immune response in reducing the number of viable bacteria resided in the tissue of the
infected fish (Soto et al., 2009; Dong et al., 2016).

In our results, there was a reduction in the re-isolation of F. orientalis in the groups
fed with saponins blend and QS. The products were able to increase the immune system and
destroy the bacteria in most fish even in the shortest period of feeding.

The importance of a nutritional additive to help eliminate bacteria in tilapia after an
infection is related to the crucial role that the immune system plays in the response against
pathogens. This elimination of the pathogen is related to the immunomodulatory properties of
substances. These products contain power that stimulate and strengthen the tilapia's immune
system. Which one can includes the activation of immune cells which play a crucial role in
eliminating bacteria. The animal that survives of franciselosis and it does not carry the

bacteria is important for preventing infection recurrences.
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5 Conclusions

Our results highlight the importance of using saponis to prevent and control
franciselosis in fish farming. Q. saponaria have been shown to be effective in preventing
francisellosis in Nile tilapia and helping to reduce bacterial persistence after sixty days of
feeding. In this context, the potential of saponis as an integrated and effective approach to
preventing francisellosis is observed, offering a viable support to antibiotics in aquaculture.
Future research could focus on understanding mechanisms of action, and adapting nutritional

strategies to varying husbandry conditions.
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CAPITULO 3 - Efeitos da suplementacdo dietética com Y. schidigera e Q.
saponaria no desempenho produtivo e saude de tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus)

RESUMO

As saponinas possuem propriedades imunomoduladoras, estimulando a resposta
imune inata e aumentando a resisténcia a doencas em peixes. Entre as saponinas,
as mais promissoras para promocdo da saude de peixes como imunoestilantes
estdo as obtidas das plantas Yucca schidigera e Quillaja saponaria.. Neste trabalho
objetivou-se avaliar os efeitos de saponinas no desempenho e saude da tilapia do
nilo. Para isso tilapias foram alimentadas com dietas suplementadas com seis
diferentes concentracdes de Y. schidigera ou Q. saponaria e combinacdo de ambas
por 90 dias. Como resultado foi observado efeitos sobre o metabolismo de glicose e
atividade respiratoria de leucocitos. Esses achados indicam que as saponinas
devem ser utilizadas na concentragdo adequada e por um periodo de tempo como

estratégia em momentos criticos da producéo.

Palavras-chave: imunoestimulante, metabolismo, peixes, saude;

1 INTRODUCAO

A medida que os organismos aquaticos enfrentam diversos agentes
patogénicos e fatores de estresse ambiental, aditivos funcionam ativando
mecanismos imunoldgicos inatos, como fagocitose, explosao respiratéria e produgéo
de citocinas, preparando assim o sistema imunolégico dos peixes para responder de

forma mais eficaz aos desafios microbianos (Dawood et al., 2020).

Os aditivos alimentares abrangem uma ampla gama de compostos, incluindo,
entre outros, B-glucanos, nucleotideos, prebiodticos e substancias como saponinas
derivadas de plantas, que demonstraram efeitos imunomoduladores notaveis em

varias espécies de peixes (Gannam et al., 2020; Wang et al., 2018; Hai, 2015).
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As saponinas, compostos bioativos oriundas de fontes vegetais, surgiram
como potenciais aditivos fitogénicos em formulagcbes de racdes devido aos seus
diversos efeitos fisiolégicos nos animais. Estudos indicam que a suplementacao
dietética com saponinas pode influenciar significativamente o desempenho de
crescimento e taxas de sobrevivéncia em diversas espécies aquaticas (Wang et al.,
2019; Zhou et al., 2018; Xie et al., 2017; Francis et al., 2001). Entre as saponinas
mais promissoras como imunomoduladores estdo as obtidas das plantas Yucca

schidigera (Y. schidigera) e Quillaja saponaria (Q. saponaria).

Y. schidigera, uma planta desértica nativa da América do Norte, contém
saponinas e compostos polifendlicos, entre outros fitoquimicos, que tém sido
investigados pelos seus efeitos benéficos na saude e no desempenho (Sarjito et al.,
2021). As saponinas de Y. schidigera sado conhecidas por suas propriedades
surfactantes e capacidade de se complexar com colesterol e proteinas no trato
gastrointestinal, aumentando potencialmente a absorcédo de nutrientes e a eficiéncia

de utilizacdo em peixes (Rodriguez - Estrada et al., 2018).

Além disso, extratos de Y. schidigera foram estudados quanto aos seus
efeitos na estimulacédo de respostas imunes inatas e reducao de estresse oxidativo e
os marcadores de inflamacédo em peixes (Baruah e Pal, 2020; Osti et al., 2020, Pal
et al., 2018; Rodriguez-Estrada et al., 2018; Riche et al., 2013).

Q. saponaria € conhecida por seu alto teor de saponinas com aplicacdes em
diversas induastrias, incluindo farmacéutica, cosmética e, mais recentemente,
aquicultura (WANG et al., 2019). Na aquicultura, Q. saponaria tem sido estudada
pelos seus potenciais beneficios na melhoria da saude dos peixes. As saponinas
derivadas de Q. saponaria sdo caracterizadas por sua capacidade de interagir com
membranas biologicas, estimular a atividade de células imunoldgicas, como

macrofagos e aumentar a producéo de citocinas (Wang et al., 2019; Xie et al., 2017).

Por tanto, o uso de extrato de plantas rico em saponinas contribue para
melhorar a saude dos peixes nos ambientes de criacdo, reduzindo a incidéncia e a

gravidade de infec¢cbes. Desta forma, neste estudo objetivou-se avaliar os efeitos da
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suplementacao dietética com Y. schidigera e Q. saponaria no desempenho produtivo

e na saude de tilapia do nilo.

2. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos de manipulacdo dos peixes foram submetidos & Comisséo
de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - Unesp - Campus de Jaboticabal e foram realizados de acordo com o0s
preceitos e normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(CONCEA) (Certificado n°. 003928/23-CEUA).

2.1 Aquisicdo dos Peixes

Juvenis machos de tilapia do Nilo (O. niloticus), com peso médio de 30 g
foram adquiridos de Piscicultura comercial (Sdo Paulo, Brasil). Antes da fase
experimental, os peixes foram aclimatados por 20 dias as condi¢des laboratoriais em

caixas de polietileno 500 L alimentados trés vezes ao dia, até a saciedade aparente.

2.2. Condicdes experimentais

Este estudo foi conduzido no Instituto de Pesca (IP — Apta, Sdo José do Rio
Preto, SP, Brasil). 700 animais (peso médio 40,46 + 0,70 g) foram distribuidos em 20
caixas de polietileno (500 L) na densidade de trinta e cinco peixes por caixa. O
experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com

quatro tratamentos (niveis de inclusdo) e quatro repeticoes.

Os tanques foram instalados em sistema fechado, composto por filtro
biolégico, com renovagao constante. A matéria organica depositada no fundo das
caixas, durante todo o experimento e sempre que necessario, foi removida através
de sifonamento com uma mangueira de borracha. Os tanques eram dotados de
aeracdo constante. Os valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua,
mensurados semanalmente,: oxigénio dissolvido igual a 5,45 % 0,79 mglL,
temperatura igual a 27,74 £+ 1,50 °C e pH igual a 6,75 = 0,26 (Medidor
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multiparametro AKSO AK-88)), adequados para o ideal crescimento e

desenvolvimento dos animais (Kubtiza, 2013)

2.3 Dietas e Delineamento Experimental

Foram formuladas dietas (34% de proteina bruta) que atenderam as
exigéncias nutricionais da espécie (tabela 1), com quatro niveis de inclusdo de dois
aditivos comerciais a base de YQ (combinacgao de Y. schidigera e Q.saponaria) e QS
(extrato purificado de Q. saponaria) adicionados na dieta. Os peixes foram
alimentados com as dietas experimentais durante 90 dias até a saciedade aparente,
em quatro alimentacdes diarias (entre 08h00m e 17h00m). O consumo de racéo foi
medido diariamente por meio de pesagem dos recipientes de armazenagem da

racao de cada caixa.

Os ingredientes foram misturados e a dieta foi produzida por extrusdo. Para a
extrusdo das racbes, os ingredientes em conjunto foram moidos em moinho de
martelo (Viera MCS 350, Tatui, SP, Brazil) posteriormente misturados em misturado
horizontal (Imbramaq), e extrusados (extrusora Ferraz E62, Ribeirdo Preto, SP,
Brazil) no tamanho de 3mm de diametro. A temperatura durante o processo de
extrusao foi mantida entre 90 e 100C e apos extrusadas foram secas em secador
tubular continuo (Ferraz) durante 15 min em temperatura variando entre 100 a 110C.

Um misturador horizontal foi utilizado para misturar os ingredientes secos. As
condicbes de extrusdo foram testadas e ajustadas antecipadamente. Apos a
extrusdo, a racao foi seca em estufa a 50°C por 4 horas, seguida de embalagem e

armazenamento (4°C) durante todo o experimento

Tabela 1. Composicéo basal das dietas experimentais.

Ingredientes Qtde (%)
Milho Moido 24,9
Farelo de Soja 18,8
Farinha de visceras 18,0
Quirera de arroz 8,0
Farelo de Trigo 7,0

Farinha de Carne e 0ssos 6,0
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Hemoglobina 2,0
Oleo de soja 2,0
Vitamina C"' 0,03
Protenose 2,0
Suplemento vitamico? 0,4
Antifungico 0,3
Sal 0,3
Suplemento mineral® 0,2
DL-Metionina 0,2
Antioxidante* 0,1
Composicao estimada

Proteina bruta (%) 34,00
Energia digestivel * (Kcal) 3238,83
Fibra bruta (%) 2,78
Gordura (%) 7,00
Cinzas (%) 8,30

"Unidade kg ~ da dieta. * Vitamina C (35%) - Heilongjiang NHU Biotechnology CO. Ltd / China.

23 Suplemento vitaminico e mineral* - De Heus — Rio Claro-SP - Vitaminas: A = 12,000 1U, D3 = 3000.00 IU, E = 150.00, K =
15.00 mg, B1 = 20.00 mg, B2 = 20.00 mg, B6 = 17.50 mg, B12 = 40.00 mcg, &cido fdlico = 6.00 mg; Acido
pantoténico=50,00mg; Biotina=1,00mg; Niacina=100,00mg; Colina=500,00mg; Cobalto=0,40mg; Inusitol=125,00mg;
Cobre=7,50mg; Ferro=100,00mg; lodo=0,80mg; Manganés=50,00mg; Selénio=0,50mg; Zinco=120,00mg;

“Antioxidante Banox'’ - Alltech, Sdo0 Pedro do Ivai, PR/Bra: 25.00 mg.

O experimento contou com um delineamento completamente ao acaso com 5
dietas e 4 repeticbes cada, sendo os grupos: DB: Dieta basal - sem suplementacéo;
YQ:: suplementacdo com YS + QS (2 g/Kg); QSi: suplementacdo com QS (0,5
g/Kg); QS,: suplementacdo com QS (1 g/Kg); YQ2: suplementacdo com YS + QS

(0,5 g/Kg).

2.4 Desempenho produtivo

Em cada tempo amostral, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas,
anestesiados em solugéo de benzocaina (benzocaina, 100 mg/L™), individualmente
pesados em balanca digital semi-analitica com precisdo (0,01 g) e medidos para
posterior calculo dos parametros de desempenho produtivo. Com os dados
biométricos e do consumo de racdo, foram calculados e avaliados os seguintes

parametros de desempenho:

* Peso Final (PF);
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« Ganho em peso diario: GP (g/dia) = (peso final — peso inicial) / periodo

experimental;

» Taxa de crescimento especifico: TCE (%/dia) = 100 x [(In peso final — In peso

inicial) / periodo experimental];

*+ Consumo alimentar diario: CAD (g/dia) = alimento consumido / periodo

experimental;
» Conversao alimentar aparente: CA = alimento fornecido / ganho em peso total,;

» Taxa de eficiéncia proteica: TEP (%) = 100 x (ganho em peso total / proteina bruta

consumida);

2.5 Andlise hematoldgica, bioquimica e imunoldgica
Apos 20, 40, 60 e 90 dias de alimentacdo com os aditivos alimentares, 0s
peixes foram anestesiados e amostras de sangue colhidas por puncdo do vaso
caudal. Uma aliquota com anticoagulante (heparina 100UI) foi utilizada para
determinacdo do hematdcrito (Hct) (Ranzani-Paiva et al., 2013) e o restante para
quantificacdo do numero total de eritrocitos (NE) na camara de Neubauer apds
diluicdo 1:200 em solucao formol-citrato, para o ARL e hemoglobina (Hb). A analise
da atividade respiratoria dos leucécitos (ARL) seguiu o protocolo de Anderson e
Siwicki (1995). O método consiste na determinacdo das EROs produzidas pelo
“burst” oxidativo por ensaio colorimétrico baseado na redugao do corante nitroblue
tetrazolium (NBT, Sigma-Aldrich, MO, USA) que forma precipitados de material
insolivel com coloragcédo azul escuro no interior do fagocito, denominados granulos
de formazan (Klein, 1990). A densidade Optica da solugdo foi determinada em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540nm (Sahoo et al., 2005).
A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi analisada pelo método da
cianometahemoglobina descrito por Collier (1944). O volume corpuscular médio
(VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) também foram calculados (Wintrobe, 1934).
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Para a obtencdo de soro, o sangue sem anticoagulante permaneceu em
temperatura ambiente para coagulacdo, e ap6s duas horas foi centrifugado em e,
apos separacao, foi armazenado em ultrafreezer (-80°C). Este soro foi utilizado para
as analise bioquimicas e imunolégicas. Foram utilazados kits Labtest® para
determinacao do triglicerideos (TG), colesterol (CT), glicose (GL), fosfatase alcalina
(FA), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) (Amar et
al., 2000).

A concentracdo sérica de lisozima (ng/pL) foi obtida conforme metodologia
descrita por Bayne (1997) e Ellis (1990) e a atividade hemolitica da via alternativa
(HA-AP) do complemento sérico (Zanuzzo et al., 2017; Ferriani et al. 1990; Polhill et
al., 1978).

2.6 Andlise histologica

Para a analise histopatolégica dos érgaos, foram retirados figado, baco e
intestino dos peixes durante o periodo de suplementacdo alimentar, e fixados em
formaldeido a 10% por 24 horas. Posteriormente, foram desidratados em
concentracdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos
em parafina. Os cortes de 5um de espessura foram corados com hematoxilina e
eosina (H.E.) (Luna, 1968) para descricdo histolégica em fotomicroscopio. As
alteracdes foram atribuidas a alteracdo histolégica conforme método descrito por
Schwaiger et al. (1997) e Brum et al. (2018).

2.7 Andlise estatistica
Os grupos experimentais foram analisados por meio de quatro réplicas, e 0s
dados foram apresentados como média e desvio padrao. Antes da andlise, os dados
foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificacdo de
normalidade e homocedasticidade, respectivamente.. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (one way ANOVA) e quando foram verificadas diferencas

significativas, foram submetidos & comparacao pelo teste de Tukey (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desempenho produtivo

O PF, GP, TCE, CAD e CA nao foram significativamente alterados nos grupos
de peixes alimentados com saponinas em compara¢cao com o grupo controle (p >
0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho produtivo de tilapia-do-Nilo suplementada com Y. schidigera
e Q.saponaria durante 90 dias.

Dietas experimentais

Variaveis
DB YQu QS YQo QS;
PF (9) 167,98 165,94 171,80 170,34 173,3
GP (g/dia) 1,42 1,39 1,46 1,44 1,48
TCE (%) 1,41 1,39 1,45 1,44 1,45
CAD (g/dia) 54,06 53,60 53,91 53,58 53,72
CA 1,48 1,44 1,36 1,43 1,35

3.2 Analise hematoldgica, bioquimica e imunoldgica
O NE, Hct, Hb, VCM, HCM e CHCM nédo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos estudados (p>0,05) como ilustrados na Tabela 3.

Tabela 3. Médias e desvio padréo dos parametros hematoldgicos de tilapias do Nilo
alimentadas com saponinas durante 90 dias.

Dia NE (10°uLY) Hct (%) Hb(gdL™)  VCM(fL) HCM (pg) CHCM(g dL™)
DB 1,37+ 33z 6,84+ 240,44+ 47,63+ 19,09+
0,14 4,85 1,00 42,88 8,04 4,52
YQ,  1,2+0, 34,5+ 6,97+ 278,60+ 54,21+ 19,65+
142 6,28 1,20 47,76 10,36 4,80
20 QS, 1,31+ 38,5+ 6,52+ 288,57+ 49,68+ 17,35+
0,22 8,00 1,51 42,85 16,35 9,06
QS, 1,25+ 34,5+ 6,59+ 272,00+ 52,55+ 16,74+
0,13 5,04 1,19 62,77 11,87 3,06
YQ, 1,21+ 38,5+ 6,29+ 272,00+ 53,55+ 16,13+
0,22 4,30 1,03 66,06 9,71 3,64
DB 1,66 29+ 6,99+ 190,83+ 41,10+ 24,27+
0,23 5,14 1,36 39,72 9,14 6,67
YQ, 1,50+ 29,5+ 6,41+ 211,40+ 40,72+ 20,43+
40 0,26 6,13 0,65 25,70 10,41 4,36
QS, 2,01+ 38+ 6,22+ 219,15+ 30,14+ 16,60+

0,30 7,36 1,45 55,81 9,69 7,80




QS, 1,84+ 36,5+ 6,34+ 203,25+ 34,33+ 16,17+
0,23 7,42 0,95 22,20 4,31 3,69
YQ, 1,74+ 38+ 6,66+ 209,96+ 33,32+ 17,48+
0,27 6,65 1,11 40,62 8,61 2,41
DB 1,90+ 28,5+ 7,34+ 155,60+ 39,87+ 24,00+
0,17 4,00 1,14 20,96 5,08 4,04
YQ, 1,59+ 29+ 6,83+ 183,31+ 43,67+ 22,94+
0,22 2,42 1,19 32,26 7,63 4,78
QS, 1,69+ 20+ 7,36+ 169,09+ 46,64+ 26,08+
60 0,41 1,96 1,64 46,95 15,76 6,45
QS, 1,67+ 25+ 7,16+ 159,72+ 46,91+ 28,11+
0,50 4,59 1,63 36,22 14,40 7,50
YQ, 1,83+ 28,5+ 7,34+ 151,06+ 40,77+ 25,00+
0,25 4,42 0,70 32,64 5,80 4,72
DB 1,86+ 29+ 6,75+ 159,79+ 37,13+ 23,48+
0,25 2,90 1,51 38,41 13,39 6,23
YQ, 2,14+ 20+ 6,92+ 137,10+ 32,01+ 22,94+
0,32 2,90 0,75 22,60 6,63 2,76
QS, 1,81+ 30+ 6,47+ 163,98+ 38,46+ 22,20+
90 0,21 1,39 1,23 23,64 5,57 4,43
QS, 1,80+ 27 5+ 7,74+ 158,69+ 44,00+ 28,16+
0,18 3,54 1,91 27,04 14,93 7,68
YQ, 1,79+ 28,5+ 7,36 154,65+ 42,11+ 27,31+
0,10 3,94 1,10 22,49 8,17 5,44

*Numero de eritrocitos (NE),

hematécrito (Hct),
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hemoglobina (Hb)Volume Corpuscular Médio (VCM);

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). DB: Dieta
basal. YQ1: YS + QS (2 g/Kg); QS:1 QS (0,5 g/Kg); QS2: QS (1 g/Kg); YQ2: YS + QS (0,5 g/KQ).

No presente estudo, as concentracbes de CT, TG, ALT e AST ndao

apresentaram variacdo entre os grupos (Tabela 4), ndo apresentando diferencas

significativas com grupo controle (p>0,05). Contudo, foi constatado maior glicose em

YQ1, QS1, QS; e YQ: (40d) e indice glicémico maior no YQ: (90d) em comparacéo

ao DB. Em relacédo as alteracdes hepaticas, pode-se observar que AST foi maior nos
grupos QS;, QS; e YQq (40d).
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Tabela 4. Parametros bioquimicos (Médiastdesvio padréo) de tilapias-do-Nilo apos
suplementacdo com saponinas.

Dia Grupo GL CT TG FA ALT AST
(mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL) (U/L) (U/L) (UIL)
DB 81,50+ 89,47+ 158,12+ 26,59+ Na Na
16,12 13,02 42,70 17,34 & &
YQ, 63,00+ 112,75+ 112,82+ 24,88+ Na Na
9,27 19,38 21,83 8,80 : :
QS, 63,00+ 101,19+ 127,82+ 24,88+
20 1473 3377 91,35 5,86 N.a N.a
QS, 6500+ 103,03+ 146,52+ 33,17+ Na Na
17,89 20,26 70,25 9,85 : :
YQ, 8950+ 9561+ 10564+ 33,17+ Na Na
23,71 13,27 40,04 11,72 & &
DB 4500+ 78,82+ 4491+ 33,17+ 26,19+ 41,90+
0,10% 16,95 26,57 12,46 16,07 15,842
YQ, 87,50+ 84,90+ 30,21+ 33,17+ 26,19+ 99,5 +
16,66" 13,88 7,80 3,18 5,37 26,81°
40 QS1 9450% 9163 5128+ 2003+ 2619+ 107,39+
25,31 17,77 15,18 6,17 19,98 46,75
QS, 9350+ 90,70 + 4572+ 33,17+ 26,19+ 133,60+
19,32° 18,09 16,60 5,31 7,92 52,93°
YQ, 81,00+ 9995+ 3760+ 2488+ 26,19+ 67,85+
23,04° 13,52 9,10 8,87 5,19 29,86
DB 6050+ 8491+ 15595+ 2236+ 3129+ 6535+
14,90 32,95 61,60 6,05 10,68 27,36
YQ, 5350+ 8857+ 132,80+ 1857+ 2516+ 46,76+
14,51 9,24 70,41 8,23 9,61 18,69
60 QSi 5050 8977x  11310% 17,39+ 3640% 7159z
16,64 19,71 34,76 6,39 9,59 22,35
QS, 44,00+ 7751+ 89,05+ 2259+ 2323+ 5247+
11,13 12,18 32,82 7,43 8,20 16,87
YQ, 5350+ 97,69+ 11520+ 16,72+ 27,15+ 64,7 +
13,42 10,44 32,19 4,71 8,00 18,80
DB 54,00+ 86,71+ 4491+ 2281+ 12,60tb 39,56 +
10,90° 9,34 9,16 4,97 4,44 7,90
YQ, 7350+ 90,55+ 5254+ 2299+ 1137+ 37,33+
8,49" 12,72 12,45 7,07 3,12 10,39
9o QS: 6150 9137 63,14+ 2353+ 18,84+ 26,94+
11,93 9,84 10,51 7,12 7,85 9,26
QS, 66,50+ 99,27+ 61,26+ 2249+ 1758+ 46,61+
12,57 14,52 15,39 5,79 7,40 13,90
YQ, 6550+ 9564+ 60,14+ 21,13+ 16,76+ 52,44+
14,26 22,67 19,35 5,22 6,35 19,51

*Médias com letras diferentes mostram diferencas significativas (p<0,05). N.a.: ndo amostrado. DB: Dieta basal. YQ1: YS + QS

(2 g/Kg); QS1 QS (0,5 g/Kg); QS2: QS (1 g/Kg); YQ2: YS + QS (0,5 g/Kg).

Os resultados deste estudo mostraram que a atividade

respiratoria

leucocitaria diminuiu apds 60 dias nos grupos QS; e YQ e apo6s 90 dias em YQ; e

QS1 (p < 0,05), Por outro lado, a concentracédo sérica de lisozima e a atividade da via

alternativa do sistema complemento dos grupos controle e suplementados néo
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apresentaram diferencas significativas ao decorrer do periodo de alimentacao (p >

0,05) (Figura 1).
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Figura 1. (A) Atividade respiratéria dos leucdcitos (ARL), (B) niveis de lisozima
sérica e (C) atividade do sistema complemento (HA-AP) de tilapia do Nilo

suplementadas com Y. schidigera e Q.saponaria por 90 dias.
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3.3 Alteracgdes histologicas

A estrutura do figado foi semelhante nos grupos controle e suplementados
(Figura 2). A parte hepatica mostrou células poliédricas intactas dispostas em
corddes separados por sinusoides sanguineos. A parte pancreatica também
apareceu em uma arquitetura normal com partes basofilicas basais e acidofilicas
apicais normais. O baco de todos os grupos apresentou estrutura histolégica normal
com polpas branca e vermelha normais e presenca de melanomacréfago distribuido
ou agregado. O intestino apresentava vilosidades intestinais normais, revestidas por

enterdcitos intactos com células caliciformes.

Figura 2. Fotomicrografia da estrutura tecidual normal do figado e intestino de tilapia
ap6s 90 dias de suplementagao com saponinas. (H.E. Bar = 100 uym.).

4 DISCUSSAO

O desempenho produtivo dos peixes pode ser influenciado por uma série de
fatores, como temperatura, manejo alimentar e tempo de inclusdo de aditivos.
Embora Y. schidigera e Q.saponaria tenham propriedades conhecidas de melhorar a
absorcao de nutrientes em alguns animais, a resposta pode variar de acordo com a

espécie, a concentracdo e tempo de suplementacéo.

No presente estudo, os produtos a base de Y. schidigera e Q.saponaria

usados ao longo de 90 dias de suplementacédo ndo melhoraram o desempenho.
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Resultados semelhantes ja foram relatados para peixes alimentados com saponinas
(Krogdahl et al., 1995; Penn et al., 2005; Couto et al., 2015).

Contrapondo, Elbialy et al. (2021) relataram que 8mg/L de Y. schidigera é
capaz de gerar melhorias na ingestdo de alimentos, elevacdo dos niveis de
expressdo do fator de crescimento e supressdo dos niveis de expressdo de
miostatina com a restauracdo das reservas lipidicas e a ativacdo do potencial
lipogénico no tecido adiposo de tilapias. Em outros estudos a suplementacao
dietética de peixes com Q. saponaria (doses de 150 e 300 mg kg ~') melhorou o

desempenho e a utilizagdo da racdo (Angeles et al., 2017 ; Francis et al.,2002),

Os parametros hematoldgicos séo frequentemente usados como indicadores
de salude e estresse em peixes (Tran-Duy et al., 2008; Nagata et al., 2009). Neste
estudo, os valores para o nimero de eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, VCM,
HCM e CHCM estdo dentro da faixa reportada para tilapia (Azevedo et al., 2016;
Barros et al., 2009;. Nagata et al., 2009; Hisano et al. 2007; Tavares-Dias et al.,
2000).

Os efeitos das saponinas de plantas nos parametros hematolégicos em
peixes pode causar algumas alteracBes que estdo dentro dos limites fisiol6gicos e
nao indicam efeitos prejudiciais (Mansour et al., 2021; Tewary e Kumar, 2011). O
uso do extrato de Y. schidigera (0,75 mg L ') aumentou consideravelmente a
contagem de hemacias, o nivel de hemoglobina e o hematdcrito (Fayed et al.,
2019). Em concentracdes de 1 mg / m? adicionado na 4gua por 93 dias apresentou
efeito na eliminagdo de compostos de nitrogénio prejudiciais com efeito positivo nos
indices de glébulos vermelhos, Hct, VCM, HCM, CHCM e namero total de leucécitos
de O. niloticus (Reham et al., 2018).

Os parametros bioquimicos em peixes geralmente incluem medidas de funcéo
hepatica, fungdo renal e indicadores metabolicos. Nossos resultados mostram
auséncia de efeitos sobre o colesterol, triglicerideos ALT e FA. Assim como nos
nossos achados de Parvathy e Sasikala (2017), eles ndo encontraram efeitos das
saponinas nos parametros bioquimicos para carpa indiana (Catla catla). Diferente

disso, Abozeid et al (2021) relataram que a combinacdo de Q. saponaria e Y.
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schidigera afeta o metabolismo causando diminuicdo do colesterol, triglicerideos,

glicose e da creatinina em peixes.

Nosso estudo apota para danos ao metabolismo e funcdo hepatica com o
aumento da glicose e AST apods 40 dias de inclusdo da Q. saponaria na alimentacao
de tilapia. Indicando uma resposta fisioldégica ao estresse causado pelas saponinas
no organismo. Contudo, com 60 dias 0s peixes mostraram capacidade de adaptacao
do metabolismo, com a reducao desses parametrios..

O aumento da glicose pode ser uma resposta fisioldgica ao estresse ou a
excitacdo inicial causada pela suplementacdo. Saponinas podem induzir uma
resposta de estresse leve, levando a liberacdo de horménios como o cortisol, que
pode mobilizar reservas de glicogénio no figado e aumentar temporariamente 0s

niveis de glicose no sangue como uma adaptacao fisiologica (Cheeke, 1995).

Segundo Hosseini-Vashan et al. (2016), a suplementacdo dietética com
saponinas Y. schidigera e Q. saponaria em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
resultou na alteracédo da atividade das enzimas envolvidas nas vias do metabolismo
da glicose, levando potencialmente a alteracées nos niveis de glicose no sangue.
Brauge et al. (2002) estudaram os efeitos das saponinas dietéticas no metabolismo
de carboidratos em trutas arco-iris e observaram mudancas significativas no

metabolismo de glicose e lipidios.

O aumento observado nos niveis de AST e FA em tildpias alimentadas com
Q. saponaria e Y. schidigera por 40 dias pode ser atribuido ao impacto metabdlico
desses suplementos na funcéo hepética (Shao et al., 2015; Kumar et al., 2006; Jia et
al., 2005). Sendo que, diante dos nossos achados, observou-se que com o decorrer
do tempo (apos 60 dias de suplementacdo), os mecanismos adaptativos do figado e

0 ajuste metabdlico dos peixes levaram ao retorno aos niveis enzimaticos normais.

Diferente dos nossos achados, Elkaradawy et al. (2021) registraram enzimas
hepaticas mais baixas (ALT e AST), colesterol, triglicerideos e glicose apos
suplementacdo com Q. saponaria (300 mg kg ™). E Angeles et al. (2017),
encontraram uma reducdo na glicemia e nos triglicerideos da tilapia do Nilo em

resposta & suplementac&o dietética de Q. saponaria (150 mg kg 7).
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Além do metabolismo, o sistema imunoldgico foi afetado pelas doses de de
QS e do combinado de QS + YS. Nossos achados apontam diminui¢do da atividade
respiratoria dos leucdcitos na tilapia apdés suplementacdo com QS, (1g/Kg) e YQ2
(0,5g/Kg) em 60 dias e YQ: (2g/Kg) e QS; (0,59/Kg) apbs 90 dias, provavelmente
devido aos efeitos das saponinas nas membranas celulares e nas vias de
sinalizacéo intracelular (Borges et al., 2010; Nakahara et al., 2005). Esta diminui¢cdo
da atividade respiratoria, que reflete a producédo de espécies reactivas de oxigénio,
pode ser prejudicial para a funcdo imunitaria dos peixes, afectando a sua saude

geral e a resisténcia as doencgas.

A atividade respiratéria dos leucécitos aumenta apds entrada de um patégeno
no organismo (klebanoff, 1999). O aumento da producédo de EROs por granuldcitos,
é considerado um indicador da ativacdo do sistema de imunidade inata (Jorgensen e
Robertsen, 1995; Jeney e Anderson, 1993).

Além disso, a fagocitose é um dos mecanismos mais eficazes para eliminar
patdogenos devido a sua acdo imediata (Neumann et al., 2000). Varios estudos
avaliaram respostas do sistema imunoldgico inato de peixes apés infeccdo por
patégenos (Reyes-Becerril et al., 2011; Mohanty e Sahoo, 2010; Raida e Buchmann,
2009).

Q.saponaria e Y. schidigera, tanto isolada quanto em combinacdo nao
melhoraram a atividade da lisozima e do sistema complemento como esperado e ja
reportado por outros pesquisadores: Njagi et al. (2017) encontraram melhora da
atividade plasmatica de lisozima, atividade respiratéria de leucécitos e resisténcia
contra Aeromonas hydrophila com Y. schidigera (0,1%). Amoah et al. (2017)
encontraram aumento da atividade da lisozima em bagres (Silurus asotus)
alimentados com Y. schidigera (0,05%) por 8 semanas. Da mesma forma, Guiroy et
al. (2014) concluiram que a incorporacao dietética de Y. schidigera (0,15%)
melhorou a imunidade de bagres listrados ( P. hypophthalmus ). Fayed et al. (2019)
descobriram que a presenca de Y. schidigera (0,75 mg/L) na agua melhora o perfil
sanguineo e a imunidade de juvenis de robalo europeu. E Lei et al. (2016)
descobriram que a suplementacdo de Q. saponaria gera modulacdo imunoldgica

especifica.
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Estudos anteriores relatam que as saponinas influenciam a via alternativa do
sistema complemento em peixes, contribuindo para melhorar as respostas
imunitarias e potencialmente melhorar a resisténcia a doencas (Sun et al., 2018;
Zhao et al., 2017; Zhang et al., 2016). No entanto, nossos achados diferem
sugerindo que os efeitos das saponinas na ativagdo do complemento podem ser
influenciados por varios fatores, como a espécie de peixe, a dose e duragdo da
suplementacao (Lei et al., 2017; Wu et al., 2019),

As saponinas podem interagir com outras vias imunologicas além de
respostas na atividade da lisozima e da ativacdo do complemento. Elbialy et al.
(2021) encontraram niveis de expressdo génica hepatica de citocinas pro-
inflamatorias TNFa e 1L1 B em peixes suplementados com saponinas. As saponinas
também apresentam propriedades antioxidantes, antiinflamatorias e interagem com
saude intestinal, que podem afetar a funcédo imunoldgica dos peixes (Zhang et al.,
2019; Ma et al., 2017)

Em nossos achados histoldgicos, a estrutura tecidual normal indica que as
saponinas nao danificaram os tecidos ndo causando influéncias nocivas de
(Dawood et al.,, 2021). Essa andlise histolégica constituiu um parametro para o
estudo patolégico dos peixes suplementados com os aditivos, sendo crucial para
determinar se a inclusdo dessas substancias poderiam causar alteracdes celulares
nos orgaos-alvos (Bernet et al.,, 1999; Dutta, 1996). Por tanto, esses achados
histolégicos sdo valiosos como indicadores do estado geral de saude, refletindo os

danos da alimentagéo.

Os peixes podem desenvolver intolerédncia aos extratos de Yucca e quillaja
apos longo periodo de suplementacéo dietética. Isso pode resultar em uma resposta
reduzida ao suplemento e danos ao organismo, especialmente se nao houver
condicdes de estresse que justifiguem a suplementacdo continua. Sugere-se 0 uso
de saponinas em doses de 0,5 a 2g/Kg como aditivos por periodos de até 60 dias

como estratégia para momentos de manejo e mudancgas climaticas.
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