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“...Lembre da minha ordem: Seja forte e corajoso!
Nao fique desanimado, nem tenha medo, porque Eu,
0 Senhor, seu Deus, estarei com vocé em qualquer lugar
para onde vocé for...”
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Resumo

A presente tese de Doutorado compreende dois experimentos e é apresentado em quatro
capitulos. No primeiro, apresentamos uma introducdo geral sobre o tema da tese e no
ltimo as consideracBes finais. Os capitulos que compdem o restante da tese foram
escritos como artigos cientificos. No primeiro experimento, capitulo 2, foi avaliada a
resposta imune inata, de estresse e metabdlica de juvenis de pacu alimentados com
diferentes concentracGes de extrato de Aloe vera (0,0%; 0,5%; 1,0% e 2,0%), durante 7
dias. Depois da alimentacdo, os peixes foram inoculados através de injecdo
intraperitoneal (IP) de Aeromonas hydrophila inativada. Os peixes foram amostrados
antes, 3h, 6 h e 24 h ap6s o desafio. Os resultados mostraram que todas as concentragdes
de A. vera reduziram os niveis basais de cortisol e que, 3 h ap6s a inoculagdo bactéria, os
menores valores de cortisol foram observados nos peixes alimentados com 1,0% do
extrato. Apés 7 dias de alimentacdo, em condicdo basal, a A. vera promoveu os valores
mais elevados de atividade respiratoria dos leucécitos circulantes (ARL) nos peixes
alimentados com 0,5% e 1,0% do extrato da planta. Os niveis séricos de lisozima
aumentaram seis horas ap6s a inoculacdo bacteriana em peixes alimentados com 1,0% e
2,0% de A. vera. O sistema complemento foi ativado nos peixes que receberam 1% de
extrato da planta em todas as amostragens ap6s a inoculacdo da bactéria. A alimentacédo
por 7 dias com 1,0% de Aloe vera aumentou os niveis lipidicos no figado e musculo. O
segundo experimento, capitulo 3, avaliou a inclusdo de A. vera na dieta (0,0%;0,5%;1,0%
e 2,0%) por um periodo de alimentagdo de 15 dias seguida por desafio dos peixes com
injecdo IP de A. hydrophila inativada. Os peixes foram amostrados antes, 3, 6 e 24 horas
apo6s o desafio. Os dados deste experimento compdem o capitulo 3. Os resultados
mostraram elevac&o do cortisol circulante causado pelo indculo, em todos os tratamentos,
e confirmaram o efeito redutor dos niveis de cortisol da A. vera, observado nas condicdes
experimentais deste experimento, 3 horas ap6s o indculo. Observamos elevacdo das
concentracdes plasmaticas de glicose 3 h apds inoculacdo da bactéria e reducdao maior que
do grupo controle nos peixes que receberam o extrato de A. vera. As concentracGes da
lisozima sérica de peixes controle aumentaram 3 h apds inoculacdo e se mantiveram até
24 h. Nos peixes que receberam extrato de A. vera esse aumento foi inibido as 3 h, mas
se elevaram a partir de 6 h, sendo o valor mais alto observado nos peixes que receberam
2,0% do extrato, 24 h apos inoculacdo. Observamos, ainda, efeito do extrato de A. vera
que aumentou a quantidade de lipideo no masculo e depésito visceral. Em conjunto, o0s
dados apresentados nesta tese indicam que o extrato de A. vera tem acgdes redutora de
estresse, imunostimulante e lipogénica em juvenis de pacu, com pequena variacdo no
tempo de deteccdo de seus efeitos quando a alimentacdo é oferecida por 7 ou 15 dias. Isto
nos permite sugerir o uso desta planta como suplemento na alimentacdo do pacu como
protocolo alternativo para reforcar e melhorar os mecanismos de defesa imune, reduzir
surtos de doengas e aumentar a resisténcia dos peixes, ou em periodos em que 0 peixe
necessita poupar os estogues de energia, sem prejuizos para o peixe, para 0 consumidor e
para o meio ambiente.

Palavras-chave: Aloe vera, resposta imune, plantas medicinais, estresse, metabolismo
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Abstract

This Doctoral thesis comprises two experiments and is presented in four chapters. In the
first, we present a general introduction on the topic of the thesis and in the last, the final
considerations. The chapters that make up the rest of the thesis were written as scientific
articles. In the first experiment, chapter 2, the innate, stress and metabolic responses of
pacu juveniles fed different concentrations of Aloe vera extract (0.0%; 0.5%; 1.0% and
2.0%) were evaluated, for 7 days. After feeding, the fish were inoculated by
intraperitoneal (IP) injection of inactivated Aeromonas hydrophila. The fish were
sampled before, 3h, 6h and 24h after the challenge. The results showed that all
concentrations of A. vera reduced baseline levels of cortisol and that, 3 h after bacterial
inoculation, the lowest values of cortisol were observed in fish fed 1.0% of the extract.
After 7 days of feeding, in basal condition, A. vera promoted the highest values of
respiratory activity of circulating leukocytes (ARL) in fish fed with 0.5% and 1.0% of the
plant extract. Serum lysozyme levels increased six hours after bacterial inoculation in fish
fed 1.0% and 2.0% A. vera. The complement system was activated in fish that received
1% of plant extract in all samples after inoculation of the bacteria. Feeding for 7 days
with 1.0% Aloe vera increased lipid levels in the liver and muscle. The second
experiment, chapter 3, evaluated the inclusion of A. vera in the diet (0.0%; 0.5%; 1.0%
and 2.0%) for a 15-day feeding period followed by a fish challenge with IP injection of
inactivated A. hydrophila. The fish were sampled before, 3, 6 and 24 hours after the
challenge. The data from this experiment comprise chapter 3. The results showed an
increase in the circulating cortisol caused by the inoculum, in all treatments, except in
fish fed with 2% A. vera, confirmed the reducing effect of the extract on cortisol levels,
observed in the experimental conditions of this experiment. We observed elevation of
glucose plasma concentrations, with a reduction 6 h after bacterial inoculation, more
intensely in fish fed with the extract. The serum lysozyme concentrations of control fish
increased 3 h after inoculation and were maintained up to 24 h. In fish that received A.
vera extract, this increase was inhibited at 3 h, but increased after 6 h, the highest value
being observed in fish that received 2.0% of the extract, 24 h after inoculation. We also
observed an effect of A. vera extract that increased the amount of lipid in the muscle and
visceral deposit. Taken together, the data presented in this thesis indicate that A. vera
extract has stress-reducing, immunostimulating and lipogenic actions in pacu juveniles,
with little variation in the time of detection of its effects when feeding is offered for 7 or
15 days. This allows us to suggest the use of this plant as a supplement in pacu feeding
as an alternative protocol to reinforce and improve immune defense mechanisms, reduce
disease outbreaks and increase fish resistance, or in periods when the fish needs to to
preserve their energy reserves, without impairment to fish health, to the consumer and to
the environment.

Keywords: Aloe vera, immune response, medicinal plants, stress, metabolism
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CAPITULO 1

Consideracdes Gerais
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1. Panorama da Aquicultura

Ao longo das ultimas décadas, a humanidade vem enfrentando desafios para
fornecer alimentos e meios de subsisténcia a uma populacéo que vem crescendo cada vez
mais, ultrapassando, no século XXI, mais de 7 bilhdes de pessoas. Com a pesca
relativamente estavel, desde o final dos anos 80, a aquicultura tem sido responsavel pelo
crescimento continuo no suprimento de peixe para consumo humano (FAO, 2018). Desde
1961, o crescimento global anual do consumo de peixes tem sido duas vezes maior que 0
crescimento da populacdo, e, a partir de 2012, vem recebendo destaque ao ultrapassar a
producdo de carne bovina (Earth Policy Institute, 2013). A aquicultura é uma das
principais fontes de proteina para a seguranca alimentar no mundo, além de ser
considerada uma atividade geradora de trabalho e ingresso de muitos paises ao
desenvolvimento (FAO, 2016).

Em 2016, a producdo da aquicultura mundial atingiu 90,63 bilhdes de toneladas,
representando 53% de toda a producéo de peixes, com um valor estimado de 243,5 bilhdes
de dolares (FAO, 2018). Entre 1961 e 2016, o0 aumento anual médio no consumo global
de peixes ultrapassou o crescimento da populacgéo, e foi maior que 0 aumento do consumo
da carne de todos os animais terrestres combinados (FAO, 2018). Neste contexto, a
aquicultura continental também vem crescendo de forma expressiva. Em 2016, sua
producéo foi de 64,2% do total da producdo da aquicultura mundial, sendo que 37 paises
produziram mais peixes do que os capturados na natureza. A América Latina e a Africa

detém a marca de maior crescimento da aquicultura nos altimos anos (FAO, 2018).

O Brasil, acompanhando o crescimento mundial, vem apresentado avangos
importantes. S6 em 2018, produziu mais de 722 mil toneladas (Peixe BR, 2019). O pais
possui inimeras bacias hidrograficas e mais de trinta espécies nativas, com 0s mais
variados habitos alimentares, que apresentam alto potencial para producdo, crescimento
rapido, boa conversao alimentar, rusticidade e demanda pelo mercado consumidor. Em
todas as regides do pais, a producdo de espécies nativas vem crescendo. Os peixes
redondos ocupam lugar de destaque, e a soma da producéo de pacu, tambaqui e do hibrido
tambacu, por exemplo, alcanca o segundo lugar nacional, atrds somente da tilapia (Peixe
BR, 2019).

Para obter esse crescimento, a aquicultura, em todo mundo, tem recorrido, cada

vez mais, a intensificacdo dos sistemas produtivos (Urbinati e Carneiro 2004). Porém,
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nestes sistemas, 0 aumento da frequéncia das praticas de manejo resulta em estresse nos
peixes, pois 0s animais enfrentam situa¢des muito diferentes das encontradas no ambiente
natural, estando sujeitos a maior susceptibilidade as doencas, sem contar com 0 impacto
ambiental, e devem receber atencdo especial, pois podem prejudicar a produtividade
(Urbinati e Carneiro, 2004). Sistemas mais intensivos, pelo carater potencialmente
estressor, estimulam os animais a desenvolverem mecanismos fisiologicos adaptativos
para enfrentarem tais situacdes. As respostas adaptativas sdo eficientes dependendo do
tempo de exposi¢do dos animais as condi¢bGes desfavoraveis e podem tornar-se mal
adaptativas pela cronicidade da exposicdo. O limite de tolerancia para as condigdes
adversas € especifico, e quanto mais proximo a este 0 peixe chegar, maiores serdo 0s
efeitos deleterios sobre a saude e bem-estar dos animais (Wedemeyer, 1996; Iwama et al.,
1997).

1.1 Estresse em peixes

A definicéo de estresse vem sendo discutida por muito tempo. Cannon, em 1929,
criou o termo "homeostase"”, que ele definiu como uma propriedade de seres vivos que
Ihes permite regular seu ambiente interno para manutencdo através de ajustes
compensatérios e antecipatdrios do préprio organismo, para aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia do animal. Com base nos estudos de Cannon, Hans Selye (1936) pbde
estabelecer um conceito chamado de Sindrome de Adaptacdo Geral, segundo a qual a
resposta ao estresse apresenta diferentes estagios, com uma rapida reagdo de alarme, por
ativacdo imediata do sistema adrenomedular simpatico, seguido de reacdo prolongada de
adaptacdo e resisténcia, por ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e, por fim, um
estagio final de exaustdo e até morte, dependendo da intensidade da cronicidade da
resposta. Mais tarde, Pickering (1981), estudando estresse em peixes, definiu o fendbmeno
como sendo uma condigdo de quebra ou perturbacdo do equilibrio dindmico do organismo
por estimulos, internos ou externos, denominados estressores. Barton e Iwama (1991),
corroborando o conceito anterior, afirmaram que as respostas de estresse sao reacdes a
um estimulo danoso que pode influenciar na alteracdo da homeostasia fisioldgica do
peixe. Ja em 1997, Barton ainda afirmou que o estresse é a resposta de um organismo a
qualquer estimulo, extrinseco ou intrinseco, que altere o estado de repouso em que 0
organismo se encontra, ou seja, é uma condicdo de quebra do equilibrio fisiologico, mais
conhecido como homeostase, que permite ao animal sobreviver e tentar se adaptar as

novas mudancas na condi¢do. Desta forma, a resposta de estresse € uma reacdo adaptativa
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que promove a melhor chance de sobrevivéncia diante de uma situacdo nociva ou
desafiadora (Jobling, 1994).

Os métodos de producdo intensiva, de modo geral, induzem a ocorréncia de
estresse nos animais e favorecem a a¢do de patdgenos oportunistas que podem provocar,
de forma aguda, mortandade nos sistemas de piscicultura (Richards e Roberts, 1978).
Segundo Barton (1997), as praticas de produgdo intensiva de manejo causam
consequéncias deletérias tanto ao sistema imunolégico como ao metabolismo do animal,
e que o estresse induzido por tais praticas é um fator importante que afeta o sucesso dos
programas de producao de peixes, pois torna os animais mais suscetiveis a acdo de micro-
organismos patogénicos. Como ja citado, a resposta de estresse apresenta trés estagios: a
reacdo de alarme como resposta primaria, estado de resisténcia como resposta secundaria
e a exaustdo como resposta terciaria, e cada um indica a fase de alteracdo provocada no

organismo pelo agente estressor.

Na figura 1, encontram-se, de forma simplificada, as etapas da resposta de
estresse.

1&68%0“ /

¥ >
\ 74

[ Pituitary ]

Brain
PRIMARY (& @

)

Ch ffin cells Cathecolamines —

ACTH
l[ Interrenal cells

> 7

\\\
SECONDARY Metabolism Osmorregulation Immunity

Glucose Water &*
Glycogen Na /K

Lactate Branchial flux
Fatty acids

Cardiovascular

TERTIARY Growth /development Reproduction Immune responses
Impaired Impaired Suppressed

Figura 1: Esquema das respostas primarias, secundarias e terciarias do estresse em peixes
[Urbinati et al. (2020), adaptado de Schreck e Tort, 2016].
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A resposta primaria de estresse nos peixes inicia-se com o reconhecimento do
agente estressor, que induz uma resposta neuroendocrina em cascata (Schreck e Tort,
2016), iniciando com ativacdo de centros cerebrais e a secrecdo e sintese de diferentes
hormdnios (catecolaminas, principalmente adrenalina e noradrenalina), seguido por
ativacdo do eixo simpatico-cromafim; e em seguida ativacdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-tecido interrenal e liberagdo do CRH (hormonio liberador de corticotrofina), no
hipotdlamo, ACTH (horménio adrenocorticotrofina), na pituitaria e o corticosteroide
cortisol, e compostos relacionados, no tecido interrenal. Como consequéncia das reacdes
primérias, ocorrem alteracfes metabolicas, ibnicas e imunoldgicas que se caracterizam

como reagdes de respostas secundarias do estresse, de carater adaptativo.

As alteracBes secundarias ocorrem em uma escala de tempo mais lenta que as
respostas primarias (Schreck e Tort, 2016). Dentre as respostas secundarias, estdo as
respostas cardiovasculares e respiratorias (Rodnick e Planas, 2016), que aumentam a
distribuicdo de oxigénio pelo corpo; as respostas metabdlicas, como alteracdes na
glicemia (Barton, 2002), no acido latico (Wood et al., 1983) e no glicogénio hepatico e
muscular; as respostas hematoldgicas, como alteracdo no nimero de células vermelhas e
brancas e, ainda, as respostas hidroeletroliticos, como alteracbes nas concentragdes
plasméticas de ions (cloro, sédio, potassio), proteinas e na osmolaridade (Wendelaar
Bonga, 1997; Takei e Hwang, 2016). Estas alteragdes tém como principal funcao
disponibilizar energia para os tecidos para atender a demanda da nova condicdo do
organismo (Urbinati et al., 2014). As concentracOes de glicose e cortisol no sangue sdo
os dois principais indicadores utilizados para a quantificacdo de estresse em peixes
(Mommesen et al., 1999; Barton, 2002; Pottinger, 2008; Wendelaar Bonga, 2011).

Para que as respostas terciarias de estresse se instalem, a condigdo estressante deve
perdurar por um periodo de tempo longo. Elas se caracterizam como uma fase de
esgotamento fisioldgico, trazendo prejuizos para o crescimento, reproducao e resisténcia
imunoldgica, predispondo os peixes a doengas (Wendelaar Bonga, 2011; Mommsen et
al., 1999; Urbinati e Carneiro, 2004; Urbinati et al., 2014; Sadoul e Vijayan, 2016).
Portanto, o0 organismo possui competéncia para se adaptar a condi¢Ges adversas de
estresse, porém quando os mecanismos de resposta se esgotam, as alteracBes no

organismo podem ser deletérias (Barton e lwama, 1991).
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Entre os sistemas fisiologicos prejudicados pelo agente estressor em condicao
crbnica, esta o sistema imune, cuja alteracdo pode comprometer toda a salde do
organismo, pois este sistema atua como uma barreira de protecdo contra agentes

patogénicos, que por si, podem se comportar como fatores de estresse no organismo.

1.2 Sistema Imune de peixes

Segundo Secombes e Wang (2012), o sistema imunologico € um complexo
formado por componentes celulares e humorais, capazes de distinguir os elementos
proprios do organismo daqueles improprios, e que agem contra substancias estranhas
(Tizard, 2002), tais como microrganismos, toxinas ou células malignas (Bayne e
Gerwick, 2001). Desta forma, representa um sistema eficaz de defesa contra
microrganismos que penetram no organismo ou contra células malignas, funcdo de defesa
essencial contra o desenvolvimento de infecgGes e tumores. O sistema imune dos peixes
se comporta semelhantemente aos dos mamiferos (Sakai, 1999) e de outros vertebrados
(Beaman et al., 1999; Saurabh e Sahoo, 2008).

O sistema imune de peixes apresenta respostas imunes inatas ou ndo especificas,
que sdo as respostas de defesa que funcionam como uma primeira barreira contra
infec¢des, independentemente do tipo de patdgeno, e respostas imunes adaptativas ou
especificas, que atuam de forma mais lenta, pois sdo dependentes do reconhecimento de
antigenos, com producéo de anticorpos especificos e memoria imunolégica (Bernstein et
al., 1998). Os peixes possuem mecanismos ndo especificos de defesa dos invertebrados,
como a fagocitose desenvolvida por macrofagos e leucécitos granulares, e também sao
0s primeiros animais a desenvolver resposta celular e humoral através de linfécitos
(Verlhac e Gabaudan, 2000). Embora as respostas inatas e adaptativas tenham papel
fundamental na defesa contra os agentes patogénicos, a resposta imune inata em peixes é
mais importante em relacdo a adquirida quando comparado aos mamiferos (Urbinati e
Carneiro, 2004; Saurabh e Sahoo, 2008; Urbinati et al., 2014). As células de defesa dos
peixes teledsteos sdo produzidas por tecidos e 6rgaos linfoides como o rim, timo, baco, e
tecidos linfoides associados a mucosa. O rim nos peixes tem fungdo semelhante a da
medula 6ssea em mamiferos, como um 6rgao hematopoiético (Torroba e Zapata, 2003,;
Urbinati et al., 2014). O timo tem funcéo de desenvolvimento e maturagdo de linfocitos
T (Bowden et al., 2005) e no baco ocorre a producgdo de linfocitos e macréfagos (Urbinati
etal., 2014).
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Ja os tecidos linfoides associados a mucosa, que incluem os tecidos da mucosa do
trato gastrointestinal, branquias e pele, além de serem responsaveis pela producéo de
macrofagos, linfocitos, mastocitos e granuldcitos (Bowden et al., 2005; Urbinati et al.,
2014), produzem muco que contém importantes proteinas que atuam na defesa contra
invasores, como a lisozima e proteinas do sistema complemento (Dalmo et al., 1997).
Diferente dos mamiferos, 0 muco encontrado na pele dos peixes, branquias e mucosa do
trato gastrointestinal, representa um importante mecanismo de defesa ndo especifico que

tem como fungdo prevenir a entrada de micro-organismos no corpo do animal.

O sistema complemento apresenta um papel de grande importancia na
ligacdo entre as respostas imunes inatas e adquiridas nos peixes (Carroll, 2004;
Hawlisch e Kohl, 2006), se constitui de cerca de 35 de proteinas séricas e de
membrana, que participam de respostas inatas (via alternativa) e adquiridas (via
classica) (Holland e Lambris, 2002; Urbinati et al., 2014), e séo produzidas no figado
e macréfagos teciduais. As proteinas do sistema complemento podem ser
encontradas circulando na corrente sanguinea e como também em sua forma (Biller-
Takahashi et al., 2012), porém é necessario ativa-las para que exerca suas funcoes,

podendo acontecer a ativagao pelas vias: alternativa, classica e das lectinas.

A lisozima € uma das respostas inatas com mais estudos em peixes (Glynn,
1969; Jollé e Jollé, 1984), a sua concentracdo ou atividade se apresenta como um
6timo indicador da imunidade inata (Saurabh e Sahoo, 2008), por apresentar grande
importancia contra a invasdo microbiana. Estas proteinas séo sintetizadas no figado
e em locais extra-hepaticos, no entanto, a cinética de sintese e secrecdo ainda nao
esta clara (Bayne e Gerwick, 2001). Sua producdo é feita por leucécitos,
principalmente mondcitos e neutrofilos (Ellis, 1999, Murray e Fletcher, 1976), sendo
encontrada no muco, saliva e sangue (Saurabh e Sahoo, 2008). A lisozima apresenta
acao bacteriolitica, atua na digestdo de carboidratos presentes na parede bacteriana,

mecanismo de opsonizac¢do, bem como, atividade antiviral (Saurabh e Sahoo, 2008).

A atividade respiratéria de leucdcitos ou “burst” oxidativo acontece pelo
aumento do oxigénio molecular originado na fagocitose, que durante este processo,
ha producdo de espécies reativas de oxigénio — EROs, conhecidos como radicais
livres, e esses compostos formam potentes bactericidas para combater
microrganismos (Rauta et al., 2012; Biller-Takahashi et al., 2015). No “burst”
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oxidativo ocorre a reducdo de O2 - em H202, apés ocorre liberacéo de radicais OH-
, H20 e cloraminas, e essas espécies reativas de oxigénio agem destruindo agentes

infecciosos. (Verlhac et al., 1998).

1.3 Alternativas de reducéo do estresse e manutencéo da saude

Respostas agudas de estresse, como as que ocorrem nas fases primaria e
secundaria, parecem aumentar a imunidade inata, enquanto condi¢des mais prolongadas
reduzem a imunocompeténcia (Dhabhar, 2000). A procura por estratégias de reducdo do
estresse e suas consequéncias negativas nas praticas de piscicultura para garantir o bem-
estar e a salide dos peixes vem crescendo e se revestindo de importancia para a melhoria
da produtividade. Varias substancias foram e sdo utilizadas na tentativa de modulacdo do
estresse e/ou preparo do organismo para os desafios, sejam eles fisicos, quimicos ou
bioldgicos. Algumas técnicas tém sido utilizadas na tentativa de redugdo do estresse dos
animais cultivados, tais como uso de anestésico (MacAvoy e Zaepfel, 1997; Griffiths,
2000, Urbinati e Carneiro, 2001; Carneiro e Urbinati, 2001b; Pirhonen, e Schreck, 2003;
Small, 2003), utilizacdo de sal (Wurts, 1995; Carneiro e Urbinati, 2001a), entre outros.

O uso de antibi6ticos também é comum no manejo da producdo de peixes, no
controle de doencas. A utilizagdo de forma inadequada e geralmente indiscriminada
destas substancias normalmente ocorre quando ndo é conhecido o agente causador do
surto da doenga (Miranda, 2012). Os agentes podem ser de diversas formas de infecgéo,
como tanto bactérias Gram-positivas, quanto as Gram-negativas. Tais medidas, muitas
vezes impensadas, podem provocar a selecdo e a resisténcia dos patégenos (Klaenhammer
e Kullen, 1999; Kutszepa et al., 2009), além de ser uma fonte de polui¢do ambiental (Boyd
e Massaut, 1999) por varios fatores como lixiviagdo de alimentos ndo consumidos
(Capone et al., 1996), pela excrecdo urinaria e fecal dos animais (Cravedi et al., 1987 ;
Kemper, 2008), entre outros. Todos estes fatores podem afetar a saude humana, pois
muitos antibioticos usados na satde animal sdo 0s mesmos usados na satde humana, desta
forma as bactérias poder&o se tornar resistente tambem em humanos (Miranda et al., 2018;
Milanao et al., 2011).

Além disso, pelo fato de que os antibidticos podem deixar residuos na carne dos
animais, diversos paises baniram seu uso em cultivo. A Unido Europeia proibiu, a partir
de janeiro de 2006, o uso de antibidticos na producdo animal (Llckstadts, 2006). No

Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2013) ja proibiu
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0 uso de diversos antibidticos como aditivo alimentar na producdo animal. Dessa forma,
cada vez mais, a profilaxia e prevencao se tornam itens essenciais nas pisciculturas e boas
praticas sanitarias devem ser incorporadas pelos produtores para possibilitar o equilibrio
do cultivo e do ambiente. Assim, se faz necessario a intensificagdo no conhecimento de
ferramentas que auxiliem a manutencdo e conservacdo da higidez dos animais nos

sistemas de producdo, especialmente os intensivos.

1.4 Imunoestimulantes

Dentre vérias estratégias para a solugdo desta problemaética, os imunoestimulantes
sdo considerados uma alternativa aos antibidticos para aumentar a imunidade dos peixes,
combatendo efetivamente os patdgenos. Segundo Bairwa et al. (2012), os
imunoestimulantes promovem uma resposta imune mais eficaz aos agentes infecciosos
(virus, bactérias, fungos e parasitas). Eles ajudam a acelerar a maturagdo da imunidade

inespecifica e especifica em animais jovens suscetiveis.

O interesse no uso de tais substdncias como uma alternativa a utilizacdo de
medicamentos, produtos quimicos e antibidticos estd crescendo porque 0s
imunoestimulantes sdo ecologicamente seguros, tem uma maior disponibilidade em
diferentes partes do mundo (Galeotti, 1998; Sakai, 1999; Guardiola et al., 2016). A
utilizacdo em peixes tem grande importancia como indutores de protecdo contra doencas
e estimuladores de mecanismos nao especificos de defesa (Anderson, 1992). Eles agem,
por exemplo, ativando as células brancas do sangue (leucdécitos) e tornando o animal mais
resistente a infeccdo por virus, bactéria, fungos e parasitas (Raa, 2000). Portanto, 0 uso
de imunoestimulantes na prevencdo de doencas em peixes é uma area alternativa e

promissora (Sakai, 1999).

Um imunoestimulante pode ser desde uma substancia sintética, quimica ou até
mesmo bioldgica que promova, de forma indireta, a ativacdo dos mecanismos de defesa
inatos ou indiretamente adaptativos adaptativos (Saurabh e Sahoo, 2008), ativando de
forma direta as células do sistema imune, melhorando a imunocompeténcia dos animais.
Nos leucdcitos, estas substancias séo ligadas a sua membrana e iniciam a ativacédo (Sakali,
1999). Como uma reac¢do em cadeia, os imunoestimulantes ativam amplamente o sistema
imunoldgico, ou seja, ativam mondcitos, macréfagos e neutréfilos e amplificam a
producdo de linfocitos, anticorpos e lisozima (Sakai, 1999). Por estas caracteristicas, a

imunoterapia tem sido ativamente investigada por seu potencial como alternativa para
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prevencdo de doencas (Raa, 2000; Mohamad e Abasali, 2010), reduzindo efeitos
negativos do estresse na piscicultura (Siwicki et al., 1998) e perda econémica (Chi et al.,
2016; Guardiola et al., 2016).

Vaérias substancias podem ser consideradas imunoestimulantes, sendo desde
agentes quimicos, componentes bactericidas e polissacarideos, extratos de animais e
vegetais, fatores nutricionais e citocinas. Entre eles, temos compostos sintéticos como
levamisol; FK-565; MDP (dipeptideo muramil) (Siwicki et al., 1990); polissacarideos
como quitina e quitosana (Siwicki et al., 1994; Sakai, 1999), extratos vegetais como
prépolis (Gunathilaka et al., 2015; Orsi et al., 2000) saponinas e glicirizina (Sakai 1999),
babosa (Zanuzzo et al., 2017) e alho (Martins et al., 2002), horm6nios como a prolactina
e 0 hormonio do crescimento (Sakai et al., 1995) e componentes de parede celular de
microrganismos como 0s lipopolissacarideos (LPS) (Goetz et al., 2004), os
peptideoglicanos (Zhou et al., 2006) e os glucanos (Sakai, 1999; Chettri et al., 2013;
Meena et al., 2013). Todos estes compostos podem ser de facil administracdo nos animais,
pois apresentam baixo potencial de toxicidade e ainda sdo capazes de serem
administrados de diferentes formas, como imersdo, injecdo, ou até mesmo como
suplemento alimentar (Smith et al., 2003), sendo esta uma alternativa muito eficiente e

adequada para a piscicultura.

1.5 Plantas como imunoestimulantes

As pesquisas sobre o potencial de imunoestimulantes e fitoterapicos no tratamento
de doengas e retorno a homeostase em peixes vem sendo encorajadas e ainda devem ser
mais estudadas. Estas substancias tém sua atividade descrita ha séculos no tratamento de
infeccOes bacterianas e infestacGes parasitarias de humanos e animais (Silva e Fernandes-
Junior, 2010), sendo potenciais terapéuticos na higidez de peixes. Dentre varias
substancias naturais que estimulam o sistema imunoldgico, as plantas medicinais vém
ganhando o interesse do meio cientifico, ndo s6 por apresentarem, aparentemente, fungdes
de ativacdo do sistema imune, mas também por outras fun¢bes, como promocao do
crescimento, estimulacdo do apetite, controle de infestacdo parasitaria, entre outras,
devido aos principios ativos, como saponinas, taninos, alcaloides, pigmentos flavonoides,
fendlicos, mucilagem, glicosideos, compostos fenolicos, flavonas, substancias sulfurosas,
terpenoides, esteroides e 6leos essenciais, entre outros (Mukesh e Bairwa et al., 2012).
As plantas conhecidas como medicinais apresentam ampla atividade antiparasitaria,

antibacteriana e antifungica comprovada por estudos cientificos em animais e humanos
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(Silva e Fernandes-Junior, 2010). Apesar das plantas medicinais ja terem sido utilizadas
como terapia e prevencdo de doencas de humanos e animais ha séculos, apenas
recentemente tem sido discutido seu potencial para uso na aquicultura. Muito disso se
deve a procura por novos produtos, substitutos aos medicamentos utilizados e que tem
impacto direto no ambiente aquatico.

De acordo com Bulfon et al. (2015), mais de 60 espécies diferentes de plantas
medicinais foram estudadas para melhorar a satde dos peixes e 0 manejo de doencas na
aquicultura. Este uso continua tendo muita atencdo e tornou-se objeto de investigacdes
cientificas aprofundadas (Galina et al. 2009; Chakraborty e Hancz, 2011; Harikrishnan,
Balasundaram e Heo, 2011a).

Para a administracdo de plantas na aquicultura, trés métodos foram estabelecidos,
que sdo a injecdo, imersdo (através de banhos) e administracdo oral (geralmente
adicionado a racdo); no entanto, este Ultimo parece ser mais viavel do ponto de vista
pratico. Cada método apresenta vantagens e desvantagens. O método de injecdo se
mostrou um método de administracdo rapido e muito eficaz, especialmente para peixes
grandes (Ainsworth, 1994; Yoshida et al., 1995), embora seja trabalhoso, caro, estressante
para 0s peixes e pouco pratico para peixes pequenos (Harikrishnan et al., 2011; Sakai,
1999; Galindo-Villegas e Hosokawa, 2004). A imersdo € outro método muito eficaz e
aparenta ser mais pratico para peixes pequenos, embora exija a preparacdo de grande
quantidade de solucdo de imersdo, o que pode ser caro. Por outro lado, tempo de
exposicao, numero de repeticdo e diluicdo sdo fatores que precisam ser mais estudados
(Galindo-Villegas e Hosokawa, 2004).

A administracdo oral é o método mais pratico, mais difundido e preferivel
atualmente, por ser um método ndo estressante e aplicavel a todos os tamanhos de peixe.
Muitos autores demonstraram melhora nos pardmetros imunes inatos apds a
administracdo de plantas medicinais (Reverter et al, 2014; Harikrishnan et al., 2011; Hai,
2015; Dugenci e Arda, 2003; Vallejos-Vidal et al, 2016; Zanuzzo et al., 2017).

As plantas sdo fontes de produtos quimicos mais seguros, baratos e de facil acesso.
Preparacdes a base de plantas sdo prescritas para curar varias doencas, pois contém
principios ativos variados, com atividades antioxidantes e antimicrobioldgicas (Prasad e
Variyur Padhyoy, 1993). E conhecido que produtos vegetais naturais promovem varias
atividades como anti-estresse, crescimento, estimulacdo do apetite, tbénico e
imunoestimulante e tém propriedades e antimicrobianas na larvicultura de peixes e

camardes devido aos principios ativos como alcaloides, flavonoides, pigmentos,
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fenolicos, terpenoides, esteroides e 0leos essenciais (Citarasu et al., 2002; Sivaram et al.
2004).

As pesquisas com extratos de plantas adicionados a racdo para peixes tém
mostrado inumeros beneficios como estimulante da digestdo, alteracdo da microbiota
intestinal, melhora na absor¢do dos nutrientes, antioxidantes, imunoestimulantes e
antimicrobianos (Aly e Mohamed, 2010). Segundo Santos et al. (2009), os extratos de
plantas sdo bastante utilizados em dietas de peixes, sendo que sua eficacia ira depender
das diferentes formas de acdo no organismo dos espécimes, das concentragfes, dos
principios ativos e quantidades adicionadas as races.

As plantas medicinais incluem ervas, especiarias, algas, compostos extraidos de
ervas, medicamentos tradicionais chineses e produtos derivados de plantas comerciais
(Hai, 2015). Varios sdo os estudos que relataram melhora dos parametros imunoldgicos
em muitos peixes apds a administracdo de plantas ou extratos medicinais, incluindo
atividade fagocitica, atividade respiratoria, Oxido de nitrogénio, contetdo de
mieloperoxidase, atividade do sistema complemento, atividade da lisozima, atividade
total de proteinas (globulina e albumina) e antiprotease, entre outros (Diigenci et al., 2003;
Reverter et al, 2014; Harikrishnan et al., 2011; Hai, 2015; Dlgenci e Arda, 2003,
Vallejos-Vidal et al, 2016; Zanuzzo et al., 2017).

Além da diversidade de plantas utilizadas, elas sdo utilizadas em formas que vao
desde extratos, 6leos, po, entre outras, e em tempos de administracdo diferentes. Entre as
plantas utilizadas podemos citar: o manjericdo (Ocimum basilicum) (Jayathirtha e
Mishra, 2004), Solanum (Solanum trilobatum) (Nya e Austin, 2009), falsa margarida
(Eclipta alba) (Christybapita et al., 2007), arvore triste (Nyctanthes arbortristis)
(Logambal e Michael, 2000), alho (Allium sativum) (Amagase et al., 2001; Nya e Austin,
2009; Ndong e Fall, 2011; Talpur e Ikhwanuddin, 2012; Ghehdarijani et al., 2016),
gengibre (Zingiber officinale) (Nya e Austin, 2009; Talpur et al., 2013; Nya e Austin,
2009), horteld-pimenta (Mentha x piperita) (Talpur, 2014; Adel et al., 2016); agrido
(Nasturtium officinale ) (Asadi et al., 2012), cominho preto (Nigella sativa) (Awad et al.,
2012), orégano (Origanum vulgare) (Pourmoghim et al., 2015, alcaparra (Capparis
spinosa) (Bilen et al., 2016), améndoa (Terminalia catappa) (Chitmanat et al., 2005),
flores de manjericdo (Ocimum sanctum) (Peraza-Gomez et al., 2011), farelo de sementes
de cominho (Carum carvi L.) (Ahmad e Abdel-Tawwab, 2011), canela (Cinnamomum
zeylanicum) (Ahmad et al., 2011), ginseng (Panax ginseng) (Ashraf e Goda, 2008),

Ginseng americano (P. quinquefolium) (Abdel-Tawwab, 2012), ch& verde (Camellia
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sinensis L.) (Abdel-Tawwab et al., 2010; Hwang et al., 2013), café em gréo arabe, (Coffee
Arabica) ( Abdel-Tawwab, 2015), goiaba (Psidium guajava) (Direkbusarakom, 2004),
semente de lua de folhas do coragéo (Tinospora cordifolia) (Sudhakaran et al., 2006),
folha de oliveira (Olea europaea) (Micol et al., 2005), papaia (Penaflorida, 1995), flor
roxa (Echinacea purpurea) (Aly e Mohamed, 2010), Saponina de quilaia (Quillaja
saponaria) (Francis et al., 2005), algas marinhas (Sargassum spp.) (Immanuel et al.,
2010) e tulsi (Ocimum sanctum) (Logambal et al., 2000).

1.6 Aloe vera

Além de todas estas plantas citadas, a Aloe vera é uma planta medicinal muito
importante e tradicional. Indigena da Africa e dos paises do Mediterraneo, tem sua
historia muito antiga desde relatos na Mesopotamia (Atherton, 1997), civilizagdes arabes,
grega, egipcia, romana, asiatica e africana (Stevens, 1999). Ja era utilizada ha muitos
anos, mesmo sem se comprovar ainda todos os beneficios da planta, que hoje estdo sendo
descobertos.

Como descri¢do botanica, € uma planta pertencente a familia Liliaceae que inclui
cerca de 15 géneros e 800 espécies, e Aloe barbadensis Miller é considerado o mais
biologicamente ativo. Segundo Chow et al (2005), é reconhecida como a verdadeira Aloe
devido a sua utilizacdo generalizada e por apresentar poderes curativos. Suas folhas sdo
verdes, grossas, a parte mais interna da folha & um tecido claro, macio que consiste em
grandes células de parénquima de paredes finas nas quais a &gua é mantida na forma de
uma mucilagem viscosa (Pugh et al., 2001), constituida principalmente por agua e
polissacarideos, além de 70 outras substancias como vitaminas A, B, C, E, calcio,
potassio, magnesio e zinco, e alguns aminoacidos e enzimas (Teske e Trentini, 1997;
Femenia et al., 1999; Carvalho, 2005; Surjushe et al., 2008)

O gel é muito utilizado como matéria prima na industria cosmética, alimenticia e
farmacéutica e diversas técnicas sdo empregadas para sua conservacao (Atherton, 1997;
Eshun e He, 2004; Cunha, 2005). Na industria de cosméticos e produtos de higiene
pessoal, tem sido utilizado como material de base para a producdo de cremes, locGes,
sabonetes, xampus, produtos de limpeza facial e outros produtos. Na industria de
alimentos, tem sido utilizado como fonte de alimentos funcionais e como ingrediente em
outros produtos alimenticios, para a producdo de bebidas. Na industria farmacéutica, tem

sido utilizado na fabricacéo de produtos topicos, como pomadas e preparacdes em gel, na
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producdo de comprimidos e capsulas (Eshun e He, 2004; He et al., 2006). Recentemente
foram descobertas algumas propriedades do gel da planta e o extrato das folhas inteiras
que auxiliam na melhora da biodisponibilidade de vitaminas coadministradas em seres

humanos (Vinson et al., 2005).

A planta produz pelo menos seis agentes com funcGes anti-sépticas jA& comprovadas
que € lupeol, acido salicilico, nitrogénio da uréia, &cido cinamdnico, fendis e enxofre,
porque conseguem combater ou controlar bactérias, fungos e virus, uma explicacdo do
porqué a planta eliminar infecgdes internas e externas. A planta contém pelo menos trés
acidos graxos anti-inflamatorios que sdo colesterol, campesterol e B-sitosterol, muito
eficazes no tratamento de queimaduras, cortes, arranhdes, abrasGes, reacdes alérgicas,
artrite reumatoide, febre reumatica, indigestdo acida, Ulceras, além de muitas condi¢bes
inflamatorias do sistema digestivo e outros 6rgdos internos, incluindo estdmago, intestino

delgado, célon, figado, rim e pancreas. (Ascafio et al., 2010).

O Acemanano é um polimero de forma linear, constituido por monémeros de manose
acetilados. E um polissacarideo de armazenamento considerado como um dos principais
ingredientes ativos da Aloe vera (Femenia, Sanchez, Simal, & Rosselld, 1999; Rodriguez
et al., 2010). Este polissacarideo tem sido amplamente divulgado (Pugh, 2001; Tan e
Vanitha, 2004) por suas propriedades estimuladora da proliferacdo de fibroblastos,
deposicdo de colageno, angiogénese e a produgdo fatores de crescimento (IGF’s) que
auxiliam numa cicatrizacdo mais rapida ( Oliveira et al., 2009; Atiba et al., 2011). Agem
como fatores de crescimento e estimulam macrofagos a liberarem TNFo e IL-1,

responsaveis pelos mecanismos citados (Krahwinkel e Boothe, 2006).

Vérios trabalhos mostram atividades do acemanano como agente antiviral,
imunomodulador, agente na reducdo de infeccBes oportunistas e no estimulo aos
processos de cicatrizagdo em humanos (Christiaki e Florou-Paneri, 2010; Ni, Turner,
Yates e Tizard, 2004). Segundo Chow et al. (2005), este polissacarideo estrutural ainda
tem a funcdo de estimular o sistema complemento.

Em carpa comum, o0 acemannan atuou como um imunoestimulante natural, exibindo
atividade adjuvante e estimulando a renovagédo celular (hematopoiese) (Abdy et al.,
2017), enquanto em truta, ele melhorou a atividade dos macréfagos em até dez vezes, e

estimulou sua producéo e a liberacdo de anticorpos (Haghighi et al., 2014).
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Em “rockfish” (Sebastes schlegeli), alimentados com racdo suplementada com 0.5%
de Aloe vera, houve baixa mortalidade (1,7%) apds infestacdo por Vibrio alginolyticus,
em relagcdo ao grupo controle (60%) (Kim et al. (1999). Abdy et al. (2017) mostraram
que, quando comparados com adjuvantes tradicionais na vacinagdo, como o adjuvante de
Freund, o gel de Aloe vera poderia ser usado como um adjuvante natural com efeitos
positivos semelhantes ou até maiores na vacinagdo de carpa comum. A administracéo oral
de Aloe vera, na concentragdo especifica de 0,2%, em shirbot (Barbus grypus) em
comparagao com Echinacea melhorou algumas respostas imunes ndo especificas (Mesbah
e Mohammadian 2016). JA4 Mahdavi et al. (2013) relataram que adicionar 0,5% de pé

etanolico de A. vera na dieta melhorou o desempenho de crescimento da carpa comum.

Segundo Zanuzzo et al. (2015b) houve uma melhor resposta imune inata de matrinxa
(Brycon amazonicus) apds banhos com extrato de A. vera. Outro estudo relatou que
depois de transporte em &gua contendo extrato de A. vera juvenis de matrinxd
apresentaram aumento da atividade respiratdria de leucocitos (Zanuzzo et al., 2012). A
administracdo oral de 0,1% e 0,5% do extrato da planta para peixes-rock juvenis
naturalmente infectados com Vibrio alginolyticus melhorou a resisténcia as bactérias e
melhorou os parametros imunes inatos (atividades de lisozima e explosao respiratoria)
(Kim et al., 1999). Zanuzzo et al. (2015) mostraram que a truta prateada (Oncorhynchus
mykiss), alimentada com 0,5% de A. vera durante 8 semanas, apresentou niveis de cortisol
em repouso mais baixo do que os peixes que nao receberam o extrato da planta,
especificamente metade a menos. Porém os parametros de imunidade e estresse nao
apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si, apenas numeéricas.

Mahdavi et al. (2013), quando trabalharam com alimentagéo de Aloe vera para carpa
comum (Cyprinus carpio) por 8 semanas afirmam que o extrato de Aloe vera tem
influéncia efetiva no desempenho produtivo, pode atuar como promotor de crescimento,
estimulador de apetite e imunoestimulante, redutor de estresse, redutor de perdas de
alimentos e proteger os peixes a fim de melhor desenvolvimento. Semelhantemente, outro
estudo relatou que a inclusdo de A. vera na dieta em 1,0% efetivamente melhorou o
desempenho de crescimento e a utilizacdo de nutrientes de alevinos de C. gariepinus
(Ibidunni et al., 2018). Da mesma forma, a inclusdo de A. vera pura na dieta de til&pias
GIFT (0,5% e 2,0% por kg) foi capaz de melhorar significativamente o desempenho de

crescimento e utilizacdo da racdo dos peixes (Gabriel et al. 2015a).
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Embora os beneficios do uso da A. vera em humanos seja bastante conhecida, em
aquicultura os estudos sao recentes e pesquisas adicionais sdo necessarias para melhor
entender as propriedades bioldgicas desta planta e seu potencial como aditivo alimentar
na producéo de peixes, para que novos produtos sejam desenvolvidos, particularmente

para as diferentes espécies de peixes nativos brasileiros, como por exemplo o pacu.

1.7 Espécie Alvo

O pacu, Piaractus mesopotamicus, espécie neotropical de agua doce, pertence a
ordem Characiformes, familia Characidae, subfamilia Myleinae e género Piaractus,
nativa da América do Sul, que se encontra distribuida nos rios Parana, Paraguai e Uruguai
(Saint-Paul, 1986). E considerada uma espécie de peixe rdstica e onivora, com preferéncia
a frugivoria e capacidade de utilizacdo de diversos alimentos, se alimentando tanto de
pequenos animais como também de folhas, caules, flores, frutos e sementes. E uma das
espécies mais estudadas no Brasil (Urbinati et al., 2013), com facil alevinagem, e sua
pesca esportiva é muito apreciada. desta forma fazendo com que a espécie conquistasse
lugar de destaque entre as espécies nativas mais cultivadas no pais e maior importancia
na aquicultura brasileira (Oliveira et al., 2004). Dados mostram que o pais vem avancando
na producéo de peixes e muito deste resultado vem da melhor e mais eficiente producéo
de peixes redondos, que s6 no ano de 2018 chegou ao percentual de quase 40% de tudo o

que é produzido nacionalmente (Peixe BR, 2019).

Com a criacdo intensivo da espécie, o animal fica exposto a diversidade de fatores
estressantes, que podem levar o animal a imunossupressdo e consequentemente, doencas
bacterianas e parasitarias (Richards Roberts, 1978). Da mesma forma, o pacu vem
enfrentando surtos de mortalidade causados por infecgdo bacteriana em acultura intensiva
(Ferreira et al., 2019). Assim, para o sucesso da criacdo do pacu, boas préaticas de manejo
e de medidas que diminuam o efeito negativo de estressores e promovam a higidez dos
animais sdo recomendadas e isso inclui o uso de alternativas alimentares de protecéo a

saude dos animais.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Diante do exposto acima, o estudo se prope verificar o efeito da inclusdo do extrato
de Aloe vera na alimentacdo de pacus, atraves da inclusdo de diferentes niveis do extrato

da planta por diferentes tempos.

2.2 Especificos
Avaliar o efeito imunomodulador de Aloe vera na resposta ao estresse agudo, dos

peixes desafiados com Aeromonas hidrophila

Estudar as respostas metabdlicas sanguineas e teciduais dos peixes alimentados

com Aloe vera e desafiados com Aeromonas hidrophila.

Estudar as respostas de estresse dos peixes alimentados com Aloe vera e
desafiados com Aeromonas hidrophila
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ABSTRACT

Aloe vera is a traditional medicinal plant; however, its use in fish is fairly recent. We
evaluated the effects of dietary A. vera on stress, innate immunity, and energy metabolism
in pacu inoculated with Aeromonas hydrophila. For 7 days, 192 fish were fed with diets
supplemented with 0% (control), 0.5%, 1.0%, and 2.0% of the plant extract, and then
inoculated with bacteria and sampled 3, 6, and 24 h later. All concentrations of A. vera
reduced basal levels of cortisol, and 1.0% reduced cortisol levels more intensely 3 h after
inoculation. A. vera increased the basal respiratory activity of leukocytes/RAL (0.5 and
1.0%), increased the serum levels of lysozyme (1.0 and 2.0%) 6 h after inoculation, and
increased the activity of the complement system after 3 h. Spleen somatic index/SSI
increased with 1.0 and 2.0% A. vera. A. vera also promoted metabolic effects. It increased
basal levels of lipids in liver and muscle, as well as hepatosomatic index (1.0%) and, 3 h
after inoculation, prevented the reduction of serum triglyceride (1.0%) and reduced the
mesenteric fat (1.0%). Bacterial inoculation increased RAL from 3 to 24 h, and lysozyme
levels at 24 h, as well as increased serum cholesterol at 24 h and decreased serum
triglyceride from 3 to 24 h, regardless of A. vera. We concluded that A. vera offered for
only 7 days had stress reducing effects, stimulated innate immunity, protected triglyceride
levels in blood, lipid depots in liver and muscle, and directed the energy mobilization to

visceral depots.

Keywords: Herbal extracts; Fish farming; Innate immunity; Stress; Metabolism

Introduction

Aquaculture is increasing worldwide (FAO 2014); however, fish rearing involves
many challenges. One of the biggest problems is the outbreak of diseases caused by
environmental pathogens and the consequent financial implications for the industry. To
control disease outbreaks, several antimicrobial and other drugs have been used
indiscriminately. The major concerns with treating fish with antimicrobials are the
potential impacts on the aquatic environment and the risks associated with the
development of antimicrobial resistance by fish pathogens (WHO 2016; Miranda et al.
2018). Due to the risks involved with the intense use of antibiotics, it is necessary to

intensify efforts to develop alternative, and more ecofriendly, treatments.
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Immunostimulants are considered an alternative for antibiotics to boost the immunity of
fish, thus effectively combating the pathogens.

Recent reviews have emphasized the use of herbs as an emerging approach to enhance
the health and immune system of cultured fish, which may have substantial benefits for
the aquaculture industry (Galina et 2009; Citarasu 2010; Harikrishnan et al 2011; Bairwa
et al 2012; Vaseeharan and Thaya 2014; Reverter et al 2014; Hai 2015; Bulfon et al 2015;
Awad and Awaad 2017; Wang et al 2017). Herb-derived products are a promising source
of bioactive molecules, being simultaneously easily available, inexpensive, and more
biodegradable in nature compared to synthetic drugs.

Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) is a traditional medicinal plant belonging to the
family Aloaceae (WHO 1999) and has been reported to provide numerous benefits to
human health, including anticancer, antioxidant, antimicrobial, antiallergic, anti-
inflammatory, immunomodulatory, hepatoprotective, antiulcer, and antidiabetic activities
(Hamman 2008; Rajeswari et al 2014; Sanchez-Machado et al 2017). Although the use
of A. vera in aquaculture has increased in recent years (Kim et al 1999; Alishahi et al.
2010; Farahi et al 2012; Zanuzzo et al 2012; Mahdavi et al 2013; Palermo et al 2013;
Haghighi et al 2014; Dotta et al 2014; Gabriel et al 2015a, b; Zanuzzo et al 2015a, b;
Zanuzzo et 2017; Alishahi et al 2017; Moghaddam et al 2017; Rohani et al 2017; Gabriel
et al 2019; Mehrabi et al 2019), the biological properties of this plant that can aid in fish
farming have to be clearly defined so that effective new products can be developed. Given
the potential benefits of A. vera to physiological responses of pacu, our purpose was to
evaluate whether feeding fish with diets supplemented with plant extract for 7 days would
affect indicators of stress, innate immunity, and metabolism before and after inoculation
with heat killed Aeromonas hydrophila. Our model fish is commercially valuable in South
America and is farmed in aquaculture systems (Valladdo et al 2018), and has been
affected by outbreaks of mortality caused by bacterial infection under intensive farming
(Ferreira et al 2019).

Material and methods

The experimental procedures were approved by the Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA — Protocol 015618/18), Universidade Estadual Paulista, UNESP,
Jaboticabal, Brazil and performed in accordance with the Guidelines of the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

49



Experimental protocol

We utilized 192 juvenile fish (95.5 £ 21.2 g) supplied by the Centro de Aquicultura da
UNESP. Fish were randomly distributed into twenty-four 500-liter fiber tanks (eight
fish/tank), in a water recirculation system, with continuous aeration and a photoperiod of
12 h light:12 h dark. Fish were acclimated to the experimental conditions for 7 days and
fed with commercial feed (28% CP and 3,600 kcal CE/kg) twice a day (9 h 00 and 16 h
00). The feed consumption was registered to determine the amount of experimental diets
to be offered. After acclimation, fish were weighed and separated into the following
treatment groups: Aloe vera free (T1/control — commercial feed CF), T2 — CF + 0.5% A.
vera, T3 — CF + 1% A. vera, T4 — CF + 2% A. vera. Each treatment/diet was offered to
fish from six tanks (total of 72 fish). Fish were fed twice a day with 3% of fish biomass.
During the experimental period, water temperature (27.3 + 0.4 °C), oxygen levels (7.6 £
0.3 mg/L) and pH (7,26 + 0,4) were monitored.

Experimental diets

The experimental diets were prepared using an extruded commercial feed (28% CP
and 3,600 kcal CE/kg), ground and mixed with 0.5, 1.0, and 2.0% A. vera extract
(Nature’s Oil with 100% purity, batch 24228) to make the treatments T1, T2, and T3,
respectively. The diet was then moistened with 40% water, pelletized in a food processor,
and dried at 40 °C for 24 h. The control diet (T1) was processed following the same

procedure without the inclusion of A. vera.

Preparation of bacteria

The A. hydrophila strain, supplied by the Laboratério de Microbiologia e Parasitologia
de Organismos Aquéticos (LAPOA/CAUNESP), was isolated from pacu and had been
previously identified by gene sequencing (16S rDNA) (Genbank identification as
KJ561014) (Sebastido et al 2015). The strain was stored in TSB culture medium (Tryptic
Soy Broth, HMedia) at -80 °C, and, before inoculation, a 20 ul aliquot was re-suspended
in 5 ml of TSB solution, autoclaved, and incubated at 28 °C for 24 h. The pre-inoculum

was added to 700 ml of TSB medium, autoclaved, and incubated again at 30 °C for an
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additional 24 h. The bacterial suspension was centrifuged at 8.000 x g for 30 min, and the
supernatant was discarded. The pellets were then washed twice in PBS (0.01 M) and the
suspension was centrifuged again. This operation was repeated three times. The bacteria
were diluted at 108 CFU/ml for spectrophotometer reading and inactivated at 40 °C for

30 min.

Samplings and analysis

After 7 days feeding with the experimental diets, fish were sampled (basal sampling).
After sampling, the remaining fish were intraperitonially inoculated with the heat-killed
A. hydrophila and sampled 3, 6, and 24 h later. In each sampling, 12 fish from each
treatment (two per tank) were anesthetized (benzocaine, 0.05 g/L), weighed, and blood
samples were drawn from caudal vessels and dispensed into 2-ml microtubes with or
without anticoagulant to separate plasma and serum, respectively. After blood collection,
fish were euthanized with an overdose of benzocaine (0.1 g/L), opened ventrally, and
liver, spleen, and visceral fat were removed and weighed to determine the somatic indexes
[(organ weight/body weight) x 100]. Samples of liver and muscle were frozen and kept
at -20 °C for further determination of glycogen and lipid levels in liver and lipid levels in

muscle.

Stress indicators

Plasma cortisol levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay with a
commercial kit (DRG® Cortisol ELISA, EIA-1887; DRG International, Inc., EUA).
Plasma glucose levels were measured by an enzymatic method with a commercial kit
(Labtest, S&o Paulo, Brazil, code 133).

Innate immune indicators

The respiratory activity of leukocytes was determined through the production of
reactive oxygen species (ROS), measured by the reduction of NBT (Nitroblue tetrazolium
chloride — Sigma Aldrich, N6876), following the protocol described by Anderson and
Siwicki (1995) and modified for pacu blood by Biller-Takahashi et al (2013).
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Immediately after collection, 50 puL of heparinized blood was incubated with an equal
volume of NBT solution (0.2%) at room temperature for 30 min. Thereafter, 1 mL of
DMF (dimethylformamide, Sigma Aldrich, 227056) was added to the samples, which
were read in a spectrophotometer (Thermo Scientific®, Genesys 10S) at 540 nm.

The hemolytic activity of the alternative pathway (HACso) of complement was
measured in serum according to Ferriani et al (1990) and Polhill et al (1978) and modified
for pacu blood by Zanuzzo et al (2017). A kinetic assay determined the time (sec)
necessary for 100 pl of a serum sample to lyse 50% of 400 pl of a rabbit erythrocyte
suspension in Alséver solution (anticoagulant, pH 6.1), measured in a spectrophotometer
(Thermo Scientific®, Genesys 10S), with readings every 30 seconds for 20 min at 700
nm.

The lysozyme levels were determined according to Demers and Bayne (1997) with
modifications by Zanuzzo et al (2014a), based on lysis of the gram-positive bacterium
Micrococcus lysodeikticus suspension (Sigma Aldrich, M3770), using hen egg white
lysozyme as a standard (Sigma Aldrich, L6876). Standard solutions of hen egg white
lysozyme (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, Brazil; L6876) and serum samples were placed
into 96-well plates in triplicate with a suspension of Micrococcus lysodeikticus (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brazil; M3770). After mixing, the change in absorbance over 10 min
was measured at 450 nm using a microplate reader (Benchmark, BIORAD, USA) at room
temperature. The rate of decrease in absorbance (AOD) of serum samples was then

compared to that obtained with the standard curve (ng/ul).

Metabolic indicators

Serum triglycerides and cholesterol levels were measured with commercial kits
(Labtest, S&o Paulo, Brazil, codes 87 and 76, respectively).

Liver glycogen levels were determined according to Perry et al (1988), and lipid levels
in liver and muscle were measured following the extraction protocol by Folch et al (1957),

adapted by Parrish (1999) and determination according to Frings et al (1972).

Statistical analysis
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The experiment was set up with a completely randomized design with a factorial
arrangement of four treatments (control, 0.5, 1.0, and 2.0% A. vera) vs. four time points
(basal and 3, 6, and 24 h after inoculation). All data were submitted to normality (Cramer-
von Mises) and homoscedasticity (Brown-Forsythe) and, if they failed, they were
transformed prior to statistical analysis. To adjust cortisol and glucose levels data for
normality, data were transformed using log10 (cortisol), and SQRT (glucose). In addition,
the experiment was analyzed as a two-way ANOVA followed by Duncan’s new multiple
range test. The level of statistical significance in all analyses was p < 0.05. Values in the

figures are means + SE.

Results

We fed juvenile fish with a diet supplemented with Aloe vera extract for 7 days and
then inoculated fish with inactivated A. hydrophila. We measured blood cortisol and
glucose levels, the respiratory activity of leukocytes, lysozyme levels, activity of the
complement system (alternative pathway) in serum, blood triglyceride and cholesterol
levels, and lipids levels in liver and muscle. There was no mortality during the

experimental period.

Stress indicators

All concentrations of A. vera reduced basal levels of cortisol in fish fed for 7 days (p
< 0.05) (Fig. 1 A). At 3 h after inoculation with A. hydrophila, fish fed with 1.0% A. vera
presented the lowest cortisol values, followed by fish that received 2.0% (p < 0.05). We
did not observe differences in plasma cortisol levels over time in fish fed with A. vera (p
> 0.05), except in the control group (Aloe free), in which values reduced 6 h after
inoculation and remained stable up to the 24 h sampling time (p < 0.05). Neither A. vera

nor the inoculum affected blood glucose levels (p > 0.05) (Fig. 1 B).

Innate immune indicators

A. vera affected RAL after 7 days of feeding (p < 0.05) (Fig. 2 A). Fish fed with 0.5
and 1.0% A. vera showed higher basal levels of RAL compared to control fish. Bacterial

inoculum increased RAL in fish from all treatments (p < 0.05) at 3 to 24 h. Six hours after
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inoculation, we observed an increase in serum lysozyme levels (p < 0.05) (Fig. 2 B) in
fish fed with 1.0 and 2.0% A. vera, and, at 24 h, an increase was observed in fish from all
treatments including controls. HACso was enhanced in fish fed with 1% A. vera after
bacterial inoculation (p < 0.05) at 3to 24 h (Fig. 2 C).

Metabolic indicators in blood and tissues

A. vera did not affect serum cholesterol levels over time (p > 0.05); however, we
observed an increase in fish from all groups 24 h after bacterial inoculation (Fig. 3 A).
The extract did not affect basal levels of triglycerides (Fig. 3 B) (p > 0.05); however, it
prevented the reduction of levels in fish fed with 1.0% A. vera 3 and 6 h after inoculation
(p < 0.05). In all other fish groups, we observed a reduction in triglyceride levels at 3 to
24 h after inoculation.

The effect of A. vera on tissue metabolites was evaluated only at basal sampling. The
7-day feeding with 1.0% A. vera increased the total lipid levels in liver and muscle (p <
0.05) (Fig. 4 A and B), whereas no effect was observed in liver glycogen levels (p > 0.05),
which varied from 3.91+ 1.09 % to 4.83+ 0.85 %.

Somatic indexes

A. vera increased SSI in fish fed with 0.5 and 1.0% of the extract and decreased the
MFI in those fed with 1.0% 3 h after bacterial inoculation (p < 0.05) (Fig. 5 A and B,
respectively). The inoculum did not affect the HSI, but the 7-day feeding (basal sampling)
with 1.0% increased the values, coinciding with higher values of liver lipid (p < 0.05)
(Fig. 5 C).

Discussion

Environmentally safe strategies for enhancing fish health and treating fish disease,
such as using herbal and natural products, are newly emerging approaches and alternative
strategies that may have substantial benefits for the aquaculture industry (Lieke et al
2019). Aloe vera is a highly efficacious plant used worldwide for its health and medicinal
properties. To assess the physiological effects of A. vera extract in fish, we fed juvenile
pacu with diets supplemented with the plant extract for 7 days, and inoculated fish with
inactivated A. hydrophila. We then measured various indicators of stress, innate

immunity, and energy metabolism and, interestingly, found effects in all indicators.
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We measured cortisol levels because immune mechanisms are regulated by hormones,
mainly cortisol, secreted during the stress response (Yada and Tort 2016). A. vera reduced
the basal levels of cortisol, and this reduction intensified in fish fed with 1.0% of the
herbal extract 3 h after bacterial inoculation. This is the first study showing A. vera to
have such a strong modulating effect on the dynamics of circulating cortisol. Very little
is known about the effects of this plant as modulator of cortisol secretion; although, in a
previous study (Zanuzzo et al 2017) in which pacu were fed the extract for 10 days, the
authors found A. vera increased cortisol levels 24 h after transport and prevented high
cortisol levels after inoculation with heat-killed A. hydrophila; however, the authors did
not explain the mechanisms behind the results. Similarly, we also do not have an
explanation for our results, but we believe that A. vera has a protective response. It is
difficult to explain the general effects of A. vera. In fact, more than 200 bioactive
compounds have been found in its gel (Ahlawat and Khatkar 2011). The biological
activities of aloe leaf extracts are most likely due to the synergistic action of several
compounds rather than just one (Hamman 2008). Our data add evidence that A. vera may
modulate cortisol levels in fish.

A. vera stimulated the responses of the three immune indicators measured in pacu,
before and after bacterial inoculation of fish. We found an increase in the basal respiratory
activity of leukocytes, an increase in serum levels of lysozyme (6 h) preceding the general
increase observed in all other treatments (24 h), and activation of the complement system
(at 3, 6, and 24 h). These responses were reflected in an increased spleen size in treated
fish.

Oxidative burst is a component of the innate immune system that facilitates the
destruction of pathogens by production of reactive oxygen species/ROS by activated
leukocytes (Havixbeck and Barreda 2015; Nguyen et al 2017). Our results show there
was an activation of ROS production before the injection of the inactivated bacteria.
Reinforcing our data, Mehrabi et al (2019), feeding rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
with dietary A. vera, also found increased respiratory burst activity in comparison with
controls. However, in contrast to our study, the authors fed the fish with 15 g/kg of extract
for 8 weeks. Im et al (2005) isolated polysaccharides from the gel of A. vera and found
that molecules between 400 and 5 kDa (kilodaltons) exhibited the most potent
macrophage-activating activity, as determined by increased cytokine production, nitric
oxide release, expression of surface molecules, and phagocytic activity. Previously,

Zanuzzo et al (2017), using a different experimental protocol, found that A. vera seemed
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to trigger a protective effect on phagocytic activity in fish. The authors found a decrease
in ROS production after transport in control fish, but they did not find a decrease in fish
fed with A. vera. Other studies have also shown a reduction in LRB promoted by the
stress caused by transport (Zanuzzo et al 2017) and by induced spawning (Zanuzzo et al
2015b).

Lysozyme is an endogenous antibacterial agent that protects against microbial
invasion by digesting cell wall components, thus causing lysis of both Gram-positive
bacteria and Gram-negative bacteria. In addition, it activates the complement system and
phagocytes and has an opsonic effect (Saurabh and Sahoo 2008). In our study, bacterial
inoculation increased lysozyme concentrations within 24 h in control fish; however,
interestingly, fish fed with 1 and 2% A. vera showed an early response at 6 h, suggesting
anticipation of the immune protection. Other studies which showed stimulation of
lysozymes by A. vera used different experimental protocols. Mehrabi et al (2019) found
higher levels of lysozymes in rainbow trout when they were fed the extract; however,
much higher concentrations (5, 10, and 15 g/kg) were used and for longer (8 weeks of
feeding). Moghaddam et al (2017) described the stimulating effect of A. vera (1.5%) on
lysozyme levels in the Siberian sturgeon (Acipenser baerii); however, the fish were fed
the extract for 60 days. In both studies, the immune systems were not challenged with
bacterial inoculation. A. vera also improved lysozyme responses in pacu fed with the
extract when fish were previously subjected to transport (Zanuzzo et al 2017).

The complement system is considered an important indicator of fish immune
competence, as it plays an essential role in detecting pathogens in addition to mediating
the opsonization of pathogens and facilitating their recognition by phagocytes (Boshra
and Sunyer 2006). In pacu, activation of the complement system was evident 3 h after the
bacterial inoculation of fish fed 1% A. vera, confirming the immunostimulatory properties
of the plant and suggesting it enhances resistance against bacterial infection. This
response was activated earlier than the lysozyme response (6 h). Complement system
proteins disrupt bacterial membranes, facilitating the action of antimicrobial enzymes,
such as lysozymes (Boshra and Sunyer 2006). The activating effects of A. vera in proteins
of complement system, as in RAL leukocytes and lysozyme responses, were described in
the publications mentioned above (Zanuzzo et al 2017; Moghaddam et al 2017; Mehrabi
et al 2019), but these studies used experimental conditions not comparable to those from

our study.
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The stimulating effects on the immune response that we observed, either through
antigenic stimulation of A. hydrophila or by A. vera, were reflected in an increased spleen
size in fish fed with the herbal extract after bacterial inoculation. The spleen serves as one
of the primary hemopoietic organs in teleost (Agius and Roberts 2003). In the spleen of
fish, white pulp proliferation, lymphocyte depletion, and an increase in spleen size,
among other changes, have been used as indicators of immune response associated with
environmental contamination (Gogal et al 1999; Garcia-Abiado et al 2004).

In addition to our findings on the stress reducing and immunomodulator roles of A.
vera in pacu in this study, we also uncovered interesting effects involving metabolic
responses. We found A. vera had a protective effect on some lipid reserves. The extract
prevented the mobilization of blood triglycerides 3 and 6 h after bacterial inoculation, and
increased the basal levels of lipids in liver and muscle. Conversely, the plant extract
mobilized visceral lipid 3 h after inoculation. The observed activation of the immune
system is an energetically expensive process, and the reduction of blood triglycerides
indicates this reserve was used to meet the demand of the immune response, except in
fish fed with 1% A. vera, in which the source of energy was the visceral depots. Lipids
are an important source of energy. The main lipid deposits in fish are located in adipose
tissue, muscle, and liver (Sheridan 1994). Mesenteric fat is the primary lipid depot and is
well-suited for long-term storage, and most likely possesses unlimited storage capacity
after the differentiation of preadipocytes to adipocytes. Lipid storage in liver and muscle
is secondary and is probably more influenced by life history patterns than mesenteric fat
(Sheridan 1994).

Scarce data are available on the role of A. vera on energy metabolism, and most of our
knowledge is related to metabolic disorders (Rajasekaran et al 2006; Choudhary et 2014;
Alinejad-Mofrad et al 2015; Pothuraju et al 2016). According to these studies, A. vera
lowers blood glucose levels in diabetic patients and improves the responsiveness of the
body’s tissues towards insulin. Additionally, it helps lower serum cholesterol and
triglycerides and increases high-density lipoprotein cholesterol levels. In juvenile
goldfish (Carassius auratus), a 2% aloe powder dietary supplement reduced blood
cholesterol following 30 days of exposure (Palermo et al 2013). In another study, when
GIFT-tilapia (Oreochromis niloticus) was fed 4% dietary aloe, a reduction in total
cholesterol was seen, while those fed 0.5, 2, and 4% aloe showed a reduction in

triacylglycerol. In contrast to both studies (Palermo et al 2013; Gabriel et al 2015a), we
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did not find changes to the basal levels of blood cholesterol levels and triglycerides after

feeding fish Aloe vera for 7 days.

Conclusions

Based on our data, this study suggests that Aloe vera, mainly as a 1% extract, can
be used as a fish feed supplement to reduce stress response and improve innate immunity.
In addition, A. vera modulates the dynamics of lipid reserves, directing the energy
mobilization to visceral depots. The use of A. vera in aquaculture is promising; however,
the scarcity of data indicates that further studies focusing on the effective use of A. vera
as a feed supplement are needed. The immunomodulator effect of the herbal extract seems
clear; however, new experimental protocols will have to be developed, and biochemical

details of its action on physiological functions must be systematically investigated.
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Fig. 1 Plasma cortisol (A) and glucose (B) levels of pacu fed for 7 days with diets
supplemented with Aloe vera, before (basal) and 3, 6, and 24 hours after inoculation with
inactivated Aeromonas hydrophila. Lower case letters indicate differences between
treatments in the same sampling. Capital letters indicate differences in each treatment

between sampling times. Absence of letters indicates a lack of difference

Fig. 2 Respiratory activity of leukocytes (A), serum lysozyme levels (B), and serum
activity of the complement system (alternative pathway) (AHCso) (C) of pacu fed for 7
days with diets supplemented with Aloe vera, before (basal) and 3, 6, and 24 hours after
inoculation with inactivated Aeromonas hydrophila. Lower case letters indicate
differences between treatments in the same sampling. Capital letters indicate differences
in each treatment between sampling times. Absence of letters indicates a lack of

difference

Fig. 3 Serum cholesterol (A) and triglyceride (B) levels of pacu fed for 7 days with diets
supplemented with Aloe vera, before (basal) after inoculation with inactivated Aeromonas

hydrophila. Lower case letters indicate differences between treatments in the same
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sampling. Capital letters indicate differences in each treatment between sampling times.

Absence of letters indicates a lack of difference

Fig. 4 Total lipid concentrations in liver (A) and muscle (B) of pacu fed for 7 days with
diets supplemented with Aloe vera. Lower case letters indicate differences between
treatments in the same sampling. Capital letters indicate differences in each treatment

between sampling times. Absence of letters indicates a lack of difference

Fig. 5 Spleen somatic index (A), mesenteric fat index (B), and hepatosomatic index (C)
of pacu fed for 7 days with diets supplemented with Aloe vera before (basal) and 3 hours
after inoculation with inactivated Aeromonas hydrophila. Lower case letters indicate
differences between treatments in the same sampling. Capital letters indicate differences
in each treatment between sampling times. Absence of letters indicates a lack of

difference
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CAPITULO 3

Avaliacdo da atividade imunoldgica, metabodlica e de estresse de pacus (Piaractus
mesopotamicus) alimentados com Aloe vera e desafiados com Aeromonas hydrophila
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Avaliacdo da atividade imunoldgica, metabdlica e de estresse de pacus (Piaractus
mesopotamicus) alimentados com Aloe vera e desafiados com Aeromona hydrophila

Resumo

A Aloe vera é uma planta medicinal tradicional; no entanto, seu uso em peixes é bastante
recente. Avaliamos os efeitos do extrato da como suplemento da dieta de pacu (Piaractus
mesopotamicus) sobre respostas de estresse, imunidade inata e metabolismo energético
em peixes inoculados com Aeromonas hydrophila. Durante 15 dias, 240 peixes foram
alimentados com dietas suplementadas com 0% (controle), 0,5%, 1,0% e 2,0% do extrato
da planta, e depois inoculados com bactéria inativada e amostrados 3, 6 e 24 horas depois.
Trés horas ap6s o indculo, houve aumento das concentragdes séricas de cortisol em peixes
de todos os tratamentos, exceto naqueles que receberam 2% do extrato de A. vera. As
concentracOes plasmaticas de glicose se elevaram 3 horas ap0s o indculo em peixes de
todos os tratamentos, e os valores se reduzem as 6 horas, significativamente mais nos
peixes tratados com o extrato. A atividade respiratoria dos leucécitos (ARL) foi reduzida
pelo extrato de A. vera (1,0% e 2,0%) ap6s 15 dias de alimentacdo (basal), observando-
se ativacdo nestes dois grupos de peixes 3 horas ap6s a inoculacdo da bactéria. As
concentracOes da lisozima sérica de peixes do grupo controle aumentaram 3 horas apds
inoculacdo e se mantiveram até 24 h, enquanto nos peixes que receberam A. vera o
aumento foi atenuado nesta amostragem. Observamos aumento das concentragdes a partir
de 6 horas. A alimentacdo dos peixes com 0,5 e 1% do extrato de A.vera por 15 dias
aumentou a quantidade de lipideo no figado e no deposito visceral, observando-se reducao
deste estoque 3 h apds a inoculacéo da bactéria nos peixes que receberam 0,5% do extrato.
Concluimos que A. vera oferecida por 15 dias teve efeitos redutores de estresse, estimulou
imunidade inata e promoveu lipogénese no musculo e nos depdsitos viscerais, sendo este
altimo mobilizado apos o indculo.

Palavras-chave: imunidade inata, metabolismo, extrato, plantas medicinais

Abstract

Aloe vera is a traditional medicinal plant. However, its use in fish is quite recent. We
evaluated the effects of supplementation with A. vera in diet of pacu (Piaractus
mesopotamicus) on responses of stress, innate immunity and energy metabolism in fish
inoculated with Aeromonas hydrophila. For 15 days, 192 fish were fed diets
supplemented with 0% (control), 0.5%, 1.0% and 2.0% plant extract, then inoculated with
inactivated bacteria and sampled at 3, 6 and 24 hours after. Three hours after inoculation,
serum cortisol concentrations increased in fish from all treatments, except in those fed
with 2% of A. vera showing a cortisol-reducing effect of the plant extract. Plasma glucose
concentrations increased 3 h after inoculum in fish from all tratments and decreased at
3h, more intensily in fish fed with A. vera. Leukocyte respiratory activity (ARL) was
reduced by A. vera extract (1.0% and 2.0%) after 15 days of feeding (basal), and activated
in the same fish groups 3 hours after bacterial inoculation. The serum lysozyme
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concentrations of control fish increased 3 hours after inoculation and remained until 24
h, while in fish fed with A. vera the increase was attenuated. We observed an increase in
lysozyme concentrations 6 hours after inoculation. Feeding fish with 0.5 and 1% of A.
vera for 15 days increased the amount of lipid in liver and visceral depots, with a
reduction in visceral reserves 3 h after inoculation when fish fed 0.5% A. vera. We
concluded that A. vera offered for 15 days showed stress-reducing effects, stimulated
innate immunity and promoted lipogenesis in muscle and visceral deposits, that was
mobilized 3 hours after inoculum.

Keywords: innate immunity, metabolism, extract, medicinal plants

Introducéo

Com a populagcdo mundial em crescimento exponencial, h& necessidade de suprir a
demanda por alimento. Neste intuito, a aquicultura tem crescido como fonte no
fornecimento de peixe para consumo humano (FAO, 2018). Todavia, junto com o
aumento da producédo, ha desafios provenientes da intensificacdo dos sistemas produtivos
aquicolas. Os principais problemas encontrados, atualmente, nos sistemas de criacao
estdo relacionados ao estresse diario proveniente do manejo dos animais. Desta forma,
muitos fatores podem favorecer surtos de doengas causados por patdgenos ambientais
oportunistas, trazendo prejuizos a atividade. Atualmente, existem varios métodos para
tratamento de doencas em peixes, porém ha uma preocupacéo em se buscar alternativas
de controle que ndo influenciem o bem-estar dos animais e a degradacdo do ambiente
natural. Algumas alternativas ja estdo se tornando obsoletas e ndo mais aceitas em
diversas partes do mundo, como o uso de produtos quimicos e antibidticos (Lickstadts,
2006). Assim, € necessario desenvolver tratamentos alternativos e ambientalmente
corretos, como, por exemplo, o uso de substancias imunoestimulantes que atuem na
regulacdo imunoldgica de peixes, muitos com eficiéncia comprovada no controle de

patdgenos (Guardiola et al., 2016).

Dentre vérias substancias naturais que estimulam o sistema imunoldgico, as plantas
medicinais vém despertando o interesse do meio cientifico, ndo somente por apresentar
propriedade de ativacdo do sistema imune, mas também por apresentarem outras funcoes,
como promoc¢do do crescimento, estimulacdo do apetite, controle de infestacdo
parasitaria, custo econdémico acessivel e maior biodegradabilidade em comparagdo com

as drogas sintéticas (Jeney, 2009; Bairwa et al., 2012). H4 uma tendéncia global de uso
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de plantas medicinais na aquicultura como um método promissor e alternativo para
prevenir e/ou controlar doencas de peixes (Reverter et al., 2014; Harihrishnan et al., 2011;
Hai et al., 2015).

A Aloe vera é uma planta medicinal tradicionalmente muito importante, com
amplas propriedades terapéuticas, que vdo desde cicatrizacdo até atividade
anticancerigena (Hamman, 2008; Rajeswari et al., 2014; Sdnchez-Machado et al., 2017).
Porém, na aquicultura ainda é pouco estudada, embora alguns trabalhos tenham sido
publicados nos ultimos anos (Gabriel et al., 2015; Zanuzzo et al., 2015; Abdy et al., 2017).
Isso estimula o desenvolvimento de estudos para se determinar suas propriedades
fisiologicas, e desta forma, conhecer os mecanismos de acédo e desenvolver produtos que

atuem na promocao da saude animal.

Portanto, o objetivo do nosso estudo foi avaliar os efeitos de dietas suplementadas
com extrato de Aloe vera, por 15 dias, sobre indicadores de estresse, imunidade inata e
metabolismo, antes e apds inoculacdo com Aeromonas hidrophila inativada. O modelo
experimental foi o pacu, peixe com alto potencial de producdo na América do Sul
(Valladao et al., 2016) e que vem enfrentando surtos de doengas causados por infec¢éo

de agentes bacterianos em sistemas intensivos de producdo (Ferreira et al., 2019).

Material e métodos

O procedimento experimental deste estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA) (Protocolo 015618/18) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal, e foi realizado conforme os principios
éticos em experimentacdo animal segundo o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Animais e protocolo experimental

Foram utilizados 240 juvenis de pacu (120,6 + 28,7) fornecidos pelo Centro de
Aquicultura da UNESP (CAUNESP). Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 24
caixas de polietileno, com volume atil de 100L, em um sistema de fluxo constante de

agua e aeracdo forcada. O fotoperiodo foi de 12 horas luz:12 horas de escuro. Os peixes
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foram aclimatados as condicdes experimentais durante quinze dias, sendo alimentados
até saciedade aparente, duas vezes ao dia com racdo comercial (28% de PB e 3600 kcal
de EB kg?). Neste periodo, o consumo de racdo foi mensurado para a determinagdo do
percentual de arragoamento, com base na biomassa. A temperatura da 4gua (29,06 +0,34
°C), a concentracao de oxigénio dissolvido (7,60 + 0,17 mg/L) e pH (7,6 £ 0,58) foram
monitoradas durante todo o periodo experimental.
Apo6s a aclimatagdo, os animais foram pesados e distribuidos conforme os
seguintes tratamentos:
Grupo Aloe Free — alimentagdo com racdo comercial sem adicdo de Aloe vera.
Grupo T1 — alimentacdo com racdo comercial com a incluséo de 0,5% de Aloe vera.
Grupo T2 - alimentagcdo com ragdo comercial com a incluséo de 1,0% de Aloe vera.
Grupo T3 - alimentagdo com ragdo comercial com a incluséo de 2,0% de Aloe vera.
Cada tratamento teve seis réplicas, com 10 peixes por réplica. Os peixes entdo
foram alimentados duas vezes ao dia (9:00 e 16:00), durante 15 dias, com 3% da biomassa

de cada réplica.

Preparagao das dietas

As dietas experimentais foram preparadas pela moagem de racdo comercial
extrusada (28% de PB e 3600 kcal de EB kg™), para a incorporacéo de 0%; 0,5%; 1,0%
e 2,0% de extrato de Aloe vera e constituicdo dos tratamentos Aloe free, T1, T2 e T3
respectivamente. Em seguida, o alimento foi umedecido e passado por uma peletizadora
e seco em estufa de recirculacdo de ar, a 55°C, por 24 horas. O extrato de A. vera utilizado

foi proveniente da empresa Nature’s Oil, com 100% de pureza (lote 24228).

Preparacgdo da bactéria Aeromonas hydrophila para inoculagdo

A suspensdo bacteriana utilizada para a inoculacao dos animais foi fornecida pelo
Laboratério de Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos do CAUNESP.
Uma aliquota da cepa de A. hydrophila foi adicionada a um meio de cultura de caldo
triptona de soja estéril. Esta suspenséo foi incubada numa temperatura de 30 graus durante
24 horas e depois centrifugada 3000 rpm, durante 10 min. O sobrenadante foi descartado,

e o sedimento lavado trés vezes com tampdo PBS (0,01M). Depois disto, a suspensdo
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bacteriana menor que a DL50 foi (1 x 108 UFC mL) ajustada em espectrofotometria,
inativada em banho maria a 40°C, durante 30 min, segundo metodologia de Castro et al.
(2014).

Coletas e Andlises

Apds 15 dias de alimentacdo experimental, 12 peixes de cada tratamento foram
anestesiados (benzocaina, 0,1 g L) para coleta sanguinea e medidas corporais, sendo
esta, a coleta basal. Em seguida, os animais foram inoculados com a bactéria A.
hydrophila, através de injecdo intraperitoneal, e amostrados 3, 6 e 24 horas apds a
inoculacdo. A coleta sanguinea se deu por puncédo de vasos caudais, sendo aliquotas do
sangue separadas em microtubos que continham ou ndo anticoagulante. O sangue
dispensado em microtubos que ndo continham anticoagulante foram mantidos resfriados
por 3 horas e depois centrifugados para separac¢ao do soro (8000 x g, 10 min). Amostras
de sangue em microtubos que continham anticoagulante foram centrifugados para
separacdo do plasma (8000 x g, 10 min). Posteriormente, os animais foram eutanasiados
por alta dose de benzocaina e coletadas amostras de musculo branco, figado, baco e
gordura visceral. O figado, bago e gordura visceral foram pesados para determinacéo dos
indices hepato-somatico espleno-somatico e gorduro-viscero-somatico [(peso do 6rgao /
peso corporal)*100, respectivamente]. As amostras de figado e masculo branco foram
congeladas e mantidas a — 20 °C para posterior determinacdo de glicogénio hepaético,

lipidio total hepéatico e muscular.

Indicadores de imunidade inata

No sangue total foi determinada a atividade respiratdria dos leucocitos, utilizando-
se NBT (Nitro tetrazolium blue chloride - Sigma Aldrich - N6876), de acordo com
protocolo de Anderson & Siwicki (1995), modificado por Biller-Takahashi et al. (2013)
para pacu. Imediatamente ap6s a coleta de sangue e mistura com heparina, 50 pL foram
incubados com um volume igual de tampédo NBT (0,2%), a temperatura ambiente, por 30
min. Posteriormente, 1 mL de DMF (Dimetilformamida, Sigma Aldrich - 227056) foi
adicionado as amostras e estas foram lidas utilizando um espectrofotdmetro (Thermo
Scientific; Genesys 10S), a temperatura ambiente, a 540 nm
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A concentracdo da lisozima foi medida no soro através de ensaio turbidimétrico
como descrito por Ellis (1990). Como curva padréo, foi utilizada clara de ovo de galinha
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). O ensaio foi iniciado através de dilui¢des da solucédo
padréo e do soro em volume fixo (25ul) numa microplaca de 96 pogos em triplicata. 175
ul de uma solucdo de 20 mg de Micrococcus lysodeikticus (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
em 100 mL de tampéo fosfato de sodio (0,05 M, pH 6,2) foi entdo adicionada em cada
poc¢o. Apds mistura rapida, a absorbancia foi medida a 450nm, a cada 20s, por 10 min,
com leitor de microplacas (Benchmark, Biorad, EUA). Os resultados foram expressos em
ng de lisozima por pL de soro. Uma unidade ¢é definida como a quantidade de amostra
necessaria para reduzir a absorbancia em 0,001 / min a 450 nm em compara¢ao com o
controle (suspensé@o de M. lysodeikticus sem soro).

A atividade hemolitica do sistema complemento foi avaliada no soro usando a via
alternativa do complemento (ACPso) de acordo com Zanuzzo et al. (2015). Sangue de
coelho foi coletado e processado para isolar hemacias, cuja suspenséo foi adicionada ao
soro, num volume fixo de 400ul de solucéo de hemacias + 100pl de soro combinado com
100 pl de tampdo EGTAMg2*, relagdo determinada através de uma analise prévia que foi
feita misturando-se um pool de todas as amostras de soro. Em seguida, a atividade
hemolitica do complemento foi medida como o tempo (em segundos) necessario para
lisar 50% de hemacias, em ensaio cinéetico, a 700 nm usando um espectrofotdmetro
Genesis 10S (Thermo Scientific®).

Indicadores de estresse

No soro foram determinadas as concentracdes de glicose e cortisol. As
concentrac@es de cortisol foram determinadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) com
um kit comercial (DRG® Cortisol ELISA, EIA-1887; DRG International, Inc., EUA,;
http: //www.drg international.com). As concentragOes de glicose foram determinadas por
método enzimatico (kit Labtest, S&o Paulo, Brasil, referéncia 133), seguindo as instrucdes

do fabricante

Indicadores metabdlicos
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No soro, foram determinadas as concentracdes de triglicerideo e colesterol, por
método colorimétrico, por meio de Kits comerciais, seguindo as instru¢des do fabricante
(kit Labtest, S&o Paulo, Brasil, referéncia 87 e 76, respectivamente).

As amostras de figado e muasculo branco foram utilizadas para determinacéo de
glicogénio hepaético, segundo Perry et al. (1988), lipidio total hepatico e muscular,
segundo metodologia de extracdo de Folchet al. (1957) adaptada por Parrish (1999) e
determinacéo de acordo com Frings et al. (1972).

Analises Estatisticas

Todos os dados foram analisados com o SAS (Statistical Analysis System, versao
9.2, Cary, NC, EUA) em um delineamento fatorial de 4 (dietas) x 4 (amostragens). Quanto
aos dados do experimento, alguns foram transformados antes da analise estatistica, pois
ndo se apresentaram normais (Cramer-von Mises) e/ou homocedasticos (Brown-
Forsythe). Estas transformacgfes foram: Logl0 (cortisol), INVERSE (IBS %) e SQRT
(glicose). Posteriormente foi aplicado o teste de Duncan para comparacao das médias. P
<0,05 foi utilizado como nivel de significancia estatistica em todas as analises.

Resultados

Neste estudo, nos alimentamos pacus juvenis durante 15 dias com dietas
suplementadas com extrato de A. vera e inoculamos 0s animais com a bactéria A.
hydrophila inativada para avaliar respostas de estresse, da imunidade inata e do
metabolismo energético dos peixes. N& houve mortalidade durante o periodo

experimental.

Indicadores de imunidade inata

Em relacdo & ARL (Fig. 2 A), observamos que, na coleta basal, os grupos tratados
com 1,0% e 2,0% de Aloe vera apresentaram valores mais baixos. Trés horas apos a

injecdo do inoculo, a ARL aumentou nestes mesmos peixes (p=0,002), comecando a
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reduzir as seis horas e voltando aos valores basais 24 depois, quando a ARL de todos os
grupos era semelhante.

As concentragdes da lisozima sérica de peixes do grupo controle aumentaram 3
horas apds inoculacdo e se mantiveram até 24 h (Fig. 2 B), mas 0 mesmo nao ocorreu
com as concentracdes da lisozima dos peixes que receberam o extrato da planta, que se
mantiveram nos mesmo niveis que os observados na coleta basal, aumentando a partir de
6 horas ap6s a inoculacio da bactéria (p<0.05). As 24 horas, 0o aumento foi
significativamente maior (p=0,0002) nos peixes alimentados com 2,0 % do extrato.

Em relagdo & AHC (Fig. 2 C), ndo observamos diferencas significativas, tanto

guanto a injecdo do indculo da bactéria, como ao extrato de A. vera (p>0,05).
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Figura 2: Atividade respiratoria dos leucdcitos (A), concentracdo sérica de lisozima
(B) e atividade hemolitica do sistema complemento (C) de pacus alimentados por 7 dias
com dietas suplementadas com Aloe vera, antes (basal) e 3, 6 e 24 horas ap6s inoculacédo
com Aeromonas hydrophila inativada. Letras minusculas indicam diferengas entre os
tratamentos na mesma amostragem. Letras mailsculas indicam diferencas de cada

tratamento entre os tempos de amostragem. Auséncia de letras indica falta de diferenca.
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Indicadores de estresse

Trés horas ap0s o inoculo de A. hydrophila, observamos aumento das
concentracBes plasmaticas de cortisol (p=0,0194), em peixes de todos os tratamentos,
exceto naqueles alimentados com 2% do extrato de A. vera (Fig. 1 A). Seis horas ap6s o
inoculo, observamos reducdo das concentracdes do horménio nos peixes controle e nos
que receberam 0,5% do extrato. Nos peixes que receberam 1 e 2%, os valores continuaram
semelhantes aos observados as 3 h, e as 24 h, os valores para todos os tratamentos voltam
aos valores observados na coleta basal.

Em relacdo a glicose (Fig. 1 B), observamos aumento das concentragdes
plasmaticas trés horas apds inoculo da bactéria (p=0,0021) em peixes de todos os
tratamentos e, as 6 h, as concentracdes diminuem nos peixes de todos 0s grupos, sendo
menores nos peixes que receberam o extrato. As 24 h, as concentragdes, nos peixes

alimentados com A. vera, retornam aos valores observados as 3 h.

1504 80+

' 100

1 Aloe Free
T1 (0.5%)
B T2 (1.0%)
T3 (2,0%)

Glicose (mg/dL)

n
=
1

Cortisol Sérico (ng/mL) H

Basal * 3h ; 6h b 24h

Figura 1. Concentracdes séricas de cortisol (A) e de glicose (B) de pacus alimentados por
15 dias com dietas suplementadas com Aloe vera, antes (basal) e 3, 6 e 24 horas ap6s
inoculacdo com Aeromonas hydrophila inativada. Letras minasculas indicam diferencas
entre os tratamentos na mesma amostragem. Letras maiusculas indicam diferencas de
cada tratamento entre os tempos de amostragem. Auséncia de letras indica falta de

diferenca. N=8

Indicadores metabdlicos sanguineos

A inclusdo de A. vera nas dietas ndo influenciou as concentracdes séricas de

colesterol e triglicerideos apos 15 dias de alimentagdo (p>0,05) (Fig. 3 A e B).
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Figura 3. Concentracdes séricas de colesterol e triglicerideos de pacus alimentados por
7 dias com dietas suplementadas com Aloe vera. Auséncia de letras indica falta de
diferenga.

Indicadores metabdlicos teciduais

Ao final do periodo de 15 dias de alimentacdo com A. vera, observamos que as
concentracBes de lipidio total hepatico ndo se alteraram (Fig. 4 A), porém houve um
aumento das concentragdes para lipidio muscular (Fig. 4 B) nos peixes que receberam 0,5
e 1% do extrato de A. vera (p=0,01805), quando comparado aos peixes controle e aos que
receberam 2% do extrato. Os valores mais altos foram observados no grupo que recebeu
0,5% de incluséo.

Em relacdo as concentracdes de glicogénio hepatico (Fig. 4 C), ndo houve influéncia

da incluséo do extrato de A. vera apds 15 dias de alimentac&o.
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Figura 4. ConcentracOes de lipideo total hepatico (A), e muscular (B) e glicogénio
hepético (C) de pacus alimentados por 15 dias com dietas suplementadas com Aloe vera,
antes (basal). Letras minudsculas indicam diferencas entre os tratamentos na mesma
amostragem. Auséncia de letras indica falta de diferenca.

Indices somaticos

A alimentagdo por 15 dias com extrato de A. vera ndo influenciou ao IES e também
ndo observamos alteracdo nos valores 3 horas ap6s a inoculacdo da bactéria (Fig. 5 A).
Em relacdo ao IGVS, observamos aumento do depoésito de gordura visceral nos peixes
que receberam 0,5 e 1% do extrato de A. vera. Trés horas apds a inoculacéo da bactéria,
0 IGVS reduziu no grupo alimentado com 0,5% (Fig. 5 B). A alimenta¢do com o extrato
afetou estatisticamente o IHS (Fig. 5 C) na coleta basal (p=0,0326), apresentando valores
significativamnte diferentes par o grupo que recebeu 0,5% de extrato.. Trés horas apos a

inoculacéo bacteriana, observamos redugdo neste grupo.
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Figura 5. Indice espleno-somatico (A), indice gorduro-viscero-somatico (B) e indice
hepato-somatico (C) de pacus alimentados por 15 dias com dietas suplementadas com
Aloe vera, antes (basal) e 3 horas depois da inoculacdo com Aeromonas hydrophila
inativada. Letras mindsculas indicam diferencas entre os tratamentos na mesma
amostragem. Letras maiusculas indicam diferencas de cada tratamento entre 0s tempos

de amostragem. Auséncia de letras indica falta de diferenca.

Discussao

A Aloe vera é uma planta utilizada mundialmente por apresentar propriedades
benéficas na medicina humana. Atualmente, a utilizacdo de produtos naturais a base de
plantas vem sendo estudada como estratégia alternativa na manutencao da higidez dos
peixes na aquicultura (Lieke et al 2019), embora pouco se conhega sobre os efeitos
fisiolégicos da A. vera em peixes. ApOs alimentar juvenis de pacu com dietas

suplementadas com o extrato da planta, por 15 dias, inoculamos 0s peixes com
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Aeromonas hydrophila e observamos efeitos redutor de estresse, imunestimulante e

lipogénico da A. vera.

Ainoculacdo dos peixes com a bacteéria inativada teve efeito estressor, pois elevou
os niveis do cortisol circulante, 3 horas ap6s o in6culo, porém, nos animais que foram
alimentados com a dieta suplementada com 2% do extrato de A. vera, observamos que a
planta promoveu reducdo dos niveis de cortisol. Em experimento apresentado no capitulo
2 desta tese, foi possivel observar este mesmo efeito redutor de estresse quando juvenis
de pacu foram alimentados com 0 mesmo extrato, nas mesmas concentragdes, por tempo
menor (7dias). A diferenca entre os resultados dos dois experimentos é que o efeito
redutor de cortisol, apds 7 dias de alimentag&o foi observado antes da inoculagdo, com
potenciacdo da resposta apds inoculacdo da bactéria A. hydrophila. Ainda muito pouco
se sabe sobre este efeito modulador da planta sobre o cortisol. Além do presente estudo,
e do estudo referido no cap. 2 desta tese, outro trabalho com o mesmo peixe (Zanuzzo et
al 2017) utilizou suplementacdo dietética com extrato de A. vera por 10 dias e exp6s 0s
peixes a um estressor de manejo (transporte) seguido de inoculagcdo A. hydrophila. O
estudo encontrou niveis de cortisol aumentados apds transporte, relacionados a
suplementacao com o extrato, seguido de reducdo de nova elevacdo do horménio causada
pela inoculacdo bacteriana. Os resultados dos 3 estudos juntos sugerem acgao protetora da
A. vera, embora ndo seja possivel estabelecer uma explicacdo para tal mecanismo. A
composicdo quimica do gel da planta apresenta mais de 200 compostos bioativos
(Ahlawat e Khatkar 2011), que podem estar agindo sinergicamente (Hamman 2008), de
diferentes maneiras para explicar a modulagdo observada. Nossos resultados acrescentam
a literatura um efeito da planta ainda ndo relatado, na modulacéo dos niveis de cortisol

em peixes.

A abordagem imunoldgica de nosso estudo tem duas vertentes. A primeira se
relaciona ao fato de que os mecanismos imunologicos sdo regulados pela secrecéo de
hormdnios, principalmente cortisol (Yada e Tort 2016), hormdnio que foi afetado pela A.
vera em nosso estudo, e, a segunda, pelo vasto conhecimento de que esta planta tem

conhecido efeito imunestimulante (Hamman 2008; Rajeswari et al 2014).

Um dos componentes do sistema imunoldgico inato que atua na defesa do
organismo € a explosdo oxidativa, processo que ocorre durante a respiracdo dos

leucdcitos, quando ativados (Neumann et al 2001), com a funcdo inicial de limitar a
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disseminacdo ou crescimento de patdgenos invasores. Neste processo, sdo produzidas
espécies reativas de oxigénio/EROs pelos fagocitos (Havixbeck e Barreda 2015; Nguyen
et al 2017). Através da injecdo de bactéria inativada, nossos resultados mostraram
ativacao na producgdo de EROs 3 horas ap6s o inoculo, mais significativamente em peixes
alimentados com A. vera. Mehrabi et al (2019) também encontraram aumento da
atividade da exploséo respiratdria em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas
com A. vera, mas estes autores utilizaram protocolo experimental bastante diferente
daquele de nosso estudo, ou seja, 5, 10 e 15 g extrato / kg racéo, durante 8 semanas de
alimentagcdo. Nosso estudo mostrou que a A. vera pode atuar com concentragdo muito
mais reduzida e oferecida por tempo muito mais curto. No mesmo sentido que nosso
estudo, Im et al (2005) mostraram, usando polissacarideos isolados do gel de Aloe, que
moléculas entre 400 e 5 kDa (kilodaltons) exibiam a atividade ativadora de macréfagos
mais potente. J& Zanuzzo et al (2017), utilizando um protocolo experimental diferente do
nosso, mostraram que o transporte de pacu reduziu a producao de EROs, mas a A. vera

desencadeou um efeito protetor na atividade fagocitica em peixes.

Um agente, tanto endégeno como exdgeno, no combate a invasdo microbiana,
com fungéo de digerir componentes da parede celular do patogeno € a lisozima, que tem
funcdo de ativar o sistema complemento e os fagdcitos (Saurabh e Sahoo 2008). Em nosso
estudo, o0 aumento das concentragdes de lisozima observado nos peixes controle 3 horas
apos a inoculagéo bacteriana foi prevenido nos peixes que receberam o extrato da planta.
Em seguida, as respostas se igualam e a concentracdo mais elevada do extrato promove a
maior ativagao 24 horas ap6s o inoculo. Ainda néo € claro o mecanismo de modulagéo da
lisozima pela A. vera, observado neste estudo, da mesma forma que foi observado no
estudo apresentado no cap. 2 desta tese. Outros estudos que mostraram estimulacdo de
lisozima pela A. vera, utilizaram protocolos experimentais diferentes, como maiores
concentragBes e maior tempo de administracdo, além de manejos adicionais. Mehrabi et
al (2019) encontraram niveis mais altos de lisozima quando alimentaram truta arco-iris
por 8 semanas. J& Moghaddam et al (2017) descreveram o efeito estimulante da planta
sobre os niveis de lisozima, em esturjdo siberiano (Acipenser baerii), com suplementacéo
de 1,5% do extrato num periodo de 60 dias. Nosso estudo mostra a agdo eficiente do
extrato numa utilizagdo mais racional e econémica. Esse efeito benéfico no sistema
imune, em estratégia de tratamento em tempo e com concentra¢cBes mais reduzidas do

extrato, também foi evidenciado por Zanuzzo et al (2017) na mesma espécie de peixe. Os
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autores observaram melhora nas respostas da lisozima no pacu alimentado por 10 dias,
com concentracdes do extrato de A. vera semelhantes as que utilizamos apos transporte

dos peixes.

As respostas ativadoras da A. vera observadas na ARL e perfil de lisozima sérica
n&o foram observadas no outro indicador do sistema imune, o sistema complemento, que
atua na detecgdo de patdgenos e reconhecimento pelos fagdcitos (Boshra e Sunyer 2006).
Um indicador adicional da ativacao do sistema imune utilizado neste estudo foi 0 aumento
do tamanho do baco. Embora o baco sirva como um dos principais 06rgdos
hematopoiéticos nos teledsteos e cuja ativagdo na producdo de célula pode causar
hiperplasia do 6rgdo (Agius e Roberts 2003), ndo observamos alteracdo no aumento do

baco que pudesse ser associado a ativacdo do sistema imune.

Um aspecto inovador deste estudo é o efeito da A. vera no metabolismo energético
de peixes e que foi abordado também no cap. 2 desta tese. O extrato influenciou a
dindmica de reservas de lipideos corporais, atuou como agente lipogénico e aumentou 0s
estoques nos musculos e visceras, reservas energeticas importantes nos peixes (Sheridan
1994). O conhecimento desta acdo da A. vera é subsidio para se estabelecer estratégias de
manejo dos peixes em periodos criticos, com funcdo de preservacdo das reservas
energéticas. Poucos estudos estdo disponiveis para embasar nossos, sendo maior parte
deles em humanos, relacionados com disturbios metabolicos, corrigindo niveis
glicémicos e diminuindo a resisténcia a insulina, ou reduzindo niveis circulantes de
colesterol e triglicerideos (Rajasekaran et al 2006; Choudhary et 2014; Alinejad-Mofrad
et al 2015; Pothuraju et al 2016). Da mesma forma, em peixes, de nosso conhecimento,
os estudos abordando aspectos metabdlicos da A. vera sdo escassos. Ha evidéncias de
reducdo do colesterol sanguineo em juvenis de Carassius auratus, suplementados com
2% de A. vera por 30 dias (Palermo et al 2013), e reducéo de colesterol e triacilglicerol,
além de elevacdo dos niveis de lipoproteinas de alta densidade, em tilapias GIFT
(Oreochromis niloticus) alimentadas com concentracdes que variaram de 0,5 a 4% por 8
semanas (Gabriel et al 2015). Ao contrario dos estudos citados ndo encontramos
alteracGes nos niveis basais de colesterol e triglicerideos no sangue apés a alimentacéo

do pacu com A. vera por 15 dias.

Concluindo, o uso de extrato de A. vera, como suplemento dietético, por até 15

dias, pode ser recomendado na alimentacéo de pacu, por suas propriedades redutora de
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estresse, imunestimulante e moduladora de reservas energéticos durante diferentes fases

da criacédo da espécie.
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CAPITULO 4

Consideragdes finais
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Consideracoes finais

Com a crescente expansdo da producédo de pescado no mundo, aumenta o desafio
para se produzir peixes, de forma mais rentavel, sustentavel e ambientalmente correta.
Esta intensificacdo da producdo que leva a intensificacdo dos manejos, ndo pode ser
evitada embora seja, muitas vezes, baseada em préticas invasivas para 0s peixes, que
podem afetar sua satde, promovendo um ambiente potencialmente estressante, capaz de
gerar proliferacdo de patdgenos, doencas e até mortalidade.

Nosso estudo, realizado por meio de dois experimentos, abordou 0 uso de uma
estratégia alternativa, com o uso de produto de origem vegetal, natural, como suplemento
na alimentacéo, para promover a melhora e reforgo das respostas imunoldgicas de pacus
juvenis para prepara-los para desafios impostos pelos sistemas de producdo. Nossa
estratégia foi a adicdo de extrato de Aloe vera na dieta dos peixes. A A. vera € um
imunoestimulante natural que tem mostrado resultados positivos na melhora das respostas
imunes inatas humorais e celulares contra doengas infecciosas em peixes.

A A. vera mostrou um papel redutor dos niveis de cortisol em condi¢cfes basais,
quando os peixes foram alimentados com a planta por 7 dias, como também, quando
receberam o extrato por 15 dias, situacdo em que o efeito redutor dos niveis de cortisol
foi observado em resposta a inoculagdo bacteriana.

A inclusdo de A. vera na dieta para pacu promoveu eficazmente a ativacédo das
respostas imunitarias, tanto para 7 dias de alimentacdo como para 15 dias. No presente
estudo, com base em nossos resultados, propomos que a A. vera tem um alto potencial
como imunoestimulante para peixes, sugerindo que novas abordagens sejam estudadas
para se entender 0os mecanismos de agdo da planta.

Ressaltamos ainda, como resultado ainda ndo descrito, que a A. vera modulou o
metabolismo de lipideos e promoveu lipogénese no figado, musculo e depdsito visceral,
indicando uma agéo protetora dos lipidios, tanto em peixes alimentados por 7 quanto por
15 dias.

Este estudo mostra o potencial da utilizacdo de alimentos funcionais durante a
producdo do pacu, com a adicdo de A. vera nas dietas, podendo ser oferecido por 7 dias,
antes de praticas de manejos previstos como captura, despesca, transporte, entre outros.
Nosso protocolo visa melhorar os mecanismos de defesa e diminui¢do de estresse do
peixe, gerando desta forma produtos de alta qualidade e higidez, sem prejuizos

economicos ao meio ambiente.
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