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AVALIA(;AO IMUNOFARMACOLOGICA DA DOXICICLINA, ADMINISTRADA
VIA ORAL, PARA O TRATAMENTO DE Streptococcus agalactiae E Aeromonas
hydrophila EM TILAPIAS DO NILO, Oreochromis niloticus

RESUMO - O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial imunofarmacolégico da
doxiciclina, administrada via oral, em til&pias do Nilo, O. niloticus, através dos estudos de:
eficacia terapéutica, seguranca clinica e ecotoxicologica. 1) Seguranca clinica: foram
utilizadas 75 til&pias no Nilo (£300g) oriundas da mesma desova, acondicionadas em 15
tanques (100L), sendo constituido os seguintes tratamentos: TO (ndo tratado com
Doxiciclina); T1, T2, T3 e T4 (tratados com 10, 20, 40 e 80mg/kg de p.v. de Doxiciclina,
respectivamente), em que 5 animais foram amostrados por tratamento em 3 periodos: 2, 4 e 8
dias, para colheita de amostras de sangue para determinagdo do hemograma e bioquimico,
além de o6rgdos como baco, figado e rins (cranial e caudal) para avaliacdo somatica e
histopatologica. 2) Eficacia terapéutica: foram delineados dois ensaios experimentais: 130
tilapias do Nilo (£100g) para A. hydrophila e 130 tilapias para S. agalactiae, acondicionadas
em 26 tanques de 100L (n=10), sendo constituido os seguintes tratamentos: A0/SO (controle,
infeccdo e ndo tratado com Doxiciclina); A1/S1, A2/S2, A3/S3 e A4/S4 (infeccdo e tratados
com 20, 40 e 80mg/kg de p.v. de Doxiciclina, respectivamente), bem como 10 animais para
cada ensaio experimental para constituir os valores de referéncia (sem tratamento e sem
infeccdo). Animais que sobreviveram ao estimulo infeccioso foram amostrados no 11° dia de
infeccdo e 4 dias ap6s o término do tratamento (15° dia) para avaliacdo de recuperacdo clinica
e microbioldgica. Foi coletado sangue para hemograma, leucograma, burst e mensuragéo de
anticorpos anti-S. agalactiae e anti-A. hydrophila. Amostras de baco, figado e rim cranial para
avaliacdo histopatoldgica, além de cérebro e rim caudal para estudo microbiolégico de
reisolamento dos patdgenos. 3) Avaliagdo Ecotoxicoldgica: Foram delineados seis ensaios
ecotoxicoldgicos e determinacdo de CL50 em peixes (Hyphessonobrycon eques), plantas
aquéticas (Lemna minor, Azolla carolinia e Wolffia brasiliensis), crustaceos (Macrobrachium
acanthurus) e moluscos (Pomacea canaliculata). Resultados: Os resultados do estudo de
seguranca clinica demonstraram alteracfes clinicas transitorias em peixes tratados durante
oito dias consecutivos com a dose de 80mg/Kg de p.v., 0s quais apresentaram aumento de
atividade enzimética de aspartato aminotransferase e diminuicdo dos valores circulantes de
hemoglobina. Os estudos de eficicia terapéutica revelaram efeito dose-resposta para o
controle da infeccdo experimental aos estimulos de DL50 para S. agalactiae e A. hydrophila,
bem como na produc¢do de anticorpos anti-S. agalactiae e anti-A. hydrophila, respectivamente,
confirmando a hip6tese de que a a¢do antimicrobiana da doxiciclina auxiliou os mecanismos
de defesa das tilapias tratadas em ambos os estudos quando comparadas aos animais controles
ndo tratados. O antimicrobiano doxiciclina foi classificado como moderadamente toxico para
0 organismo teste W. brasiliensis e praticamente ndo toxico para os demais organismos testes.
Conclusado: A avaliacdo imunofarmacoldgica da doxiciclina em tilapias revelou, no conjunto,
o0 potencial deste antimicrobiano para uso na tilapicultura, por apresentar eficacia terapéutica
no controle de patdgenos com significativa importancia sanitaria e econémica (S. agalactiae e
A. hydrophila), principalmente na dose de 40 e 80mg, além de apresentar boa margem de
seguranca clinica e ambiental.

Palavras-chave: tetraciclinas, tilapias do Nilo, ciclideos, estreptococose, aeromonose.
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IMMUNOPHARMACOLOGICAL EVALUATION OF ORALLY ADMINISTERED
DOXYCYCLINE FOR THE TREATMENT OF Streptococcus agalactiae AND
Aeromonas hydrophila IN NILE TILAPIA, Oreochromis niloticus

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the immunopharmacological potential of
doxycycline, administered orally, in Nile tilapia, O. niloticus, through studies of: therapeutic
efficacy, clinical and ecotoxicological safety. 1) Clinical safety: 75 tilapia were used in the
Nile (£300g) from the same spawning, placed in 15 tanks (100L), with the following
treatments: TO (not treated with Doxycycline); T1, T2, T3 and T4 (treated with 10, 20, 40 and
80mg/kg of Doxycycline p.v., respectively), in which 5 animals were sampled per treatment
in 3 periods: 2, 4 and 8 days, for sample collection of blood to determine the hemogram and
biochemistry, in addition to organs such as spleen, liver and kidneys (cranial and caudal) for
somatic and histopathological evaluation. 2) Therapeutic efficacy: two experimental trials
were designed: 130 Nile tilapia (+100g) for A. hydrophila and 130 tilapia for S. agalactiae,
placed in 26 100L tanks (n=10), with the following treatments: A0 /SO (control, infection and
not treated with Doxycycline); A1/S1, A2/S2, A3/S3 and A4/S4 (infection and treated with
20, 40 and 80mg/kg of Doxycycline p.v., respectively), as well as 10 animals for each
experimental test to constitute the reference values ( without treatment and without infection).
Animals that survived the infectious stimulus were sampled on the 11th day of infection and 4
days after the end of treatment (15th day) to assess clinical and microbiological recovery.
Blood was collected for hemogram, leukogram, burst and measurement of anti-S. agalactiae
and anti-A. hydrophila. Spleen, liver and cranial kidney samples for histopathological
evaluation, in addition to brain and caudal kidney for microbiological study of pathogen
reisolation. 3) Ecotoxicological Assessment: Six ecotoxicological assays and LC50
determination were designed in fish (Hyphessonobrycon eques), aquatic plants (Lemna minor,
Azolla carolinia and Wolffia brasiliensis), crustaceans (Macrobrachium acanthurus) and
molluscs (Pomacea canaliculata). Results: The results of the clinical safety study showed
transient clinical changes in fish treated for eight consecutive days with a dose of 80mg/kg of
p.v., which showed an increase in aspartate aminotransferase enzymatic activity and a
decrease in circulating hemoglobin values. Therapeutic efficacy studies revealed a dose-
response effect for the control of experimental infection to LD50 stimuli for S. agalactiae and
A. hydrophila, as well as in the production of anti-S. agalactiae and anti-A. hydrophila,
respectively, confirming the hypothesis that the antimicrobial action of doxycycline helped
the defense mechanisms of treated tilapia in both studies when compared to untreated control
animals. The antimicrobial doxycycline was classified as moderately toxic for the test
organism W. brasiliensis and practically non-toxic for the other test organisms. Conclusion:
The immunopharmacological evaluation of doxycycline in tilapia revealed, as a whole, the
potential of this antimicrobial for use in tilapia farming, as it presents therapeutic efficacy in
the control of pathogens with significant sanitary and economic importance (S. agalactiae and
A. hydrophila), mainly in the dose of 40 and 80mg, in addition to presenting a good margin of
clinical and environmental safety.

Keywords: tetracyclines, Nile tilapia, cichlids, streptococcosis, aeromonosis.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

O Brasil possui tendéncia de crescimento da aquicultura mundial, com producgéo superior a
706 mil toneladas em 2021 (FAO 2020). A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um dos
peixes teledsteos de agua doce mais estudados e utilizados na aquicultura brasileira, sendo a
producdo de 432.149 toneladas (t), representando 57% de toda a Piscicultura brasileira em
2019 (Peixe BR, 2020). Com esse resultado, o Brasil consolida-se na 42 posicdo entre os
maiores produtores de Tildpia no mundo (Peixe BR, 2020). A pratica da aquicultura deve
levar em consideracdo conceitos de boas praticas no manejo e bem-estar animal, visto que, a
maximizacdo dos recursos produtivos na aquicultura resulta em elevacdo do adensamento
populacional e consequente perda na qualidade da agua, expondo os peixes as condi¢des de
estresse (Belo et al., 2014), resultando no aumento dos niveis circulantes de cortisol que pode
levar a perdas na qualidade do pescado (Belo et al., 2012), demonstrando a importancia de
monitorar as condi¢Bes de salde dos peixes para detectar a ocorréncia de doengcas em um
estagio inicial, com intuito de evitar a disseminacdo de agentes infecciosos nas pisciculturas
(da Silva et al., 2022).

A intensificacdo da criacdo de peixes tem levado a uma maior ocorréncia de surtos de
varias enfermidades infecciosas oportunistas causadas principalmente por patdégenos
bacterianos como a Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae, o que resulta em
grandes perdas econémicas ao setor (Farias et al., 2016). Além disso, a falta de informac6es
relacionadas ao sistema imune desta espécie e sobre as respostas imunes adaptativas
humorais, é um fator limitante, tanto para o sorodiagnostico, quanto para o desenvolvimento e
monitoramento mais efetivo de vacinas, impossibilitando a implementacdo de medidas de
biosseguranca na producéo intensiva desta espécie (Farias et al., 2016).

Os antibidticos sdo usados em todo o mundo durante a producéo aquicola em resposta a
diversas doengas infecciosas, principalmente em sistemas de cria¢do intensiva (Barnes et al.,
2022). Entretanto, piscicultores utilizam regularmente antimicrobianos com propdsitos
profilaticos ou metafilaticos para reduzir a ocorréncia e disseminacao de infec¢bes bacterianas
(Hossain et al., 2022). Juntamente com o uso inadequado de antimicrobianos na medicina

humana, o uso desses medicamentos em animais de producéo e inclusive, na aquicultura esta


https://link.springer.com/article/10.1007/s00203-022-03015-4#ref-CR21

levantando sérias preocupagdes, pois € um dos principais fatores que contribuem para a
disseminacéo da resisténcia antimicrobiana (Santos et al., 2018). Assim, 0 uso indiscriminado
de medicamentos off-label tem contribuido para o desenvolvimento de cepas resistentes e
afetado 0 meio ambiente e a saude e seguranca da populacédo (da Silva et al., 2022).

Por outro lado, os antimicrobianos ainda sdéo um meio eficaz no tratamento de doengas na
aquicultura intensiva, desse modo, ndo é uma realidade a ndo utilizacdo desses farmacos para
0 setor (Smith, 2012). De acordo com Sha et al., (2022), possivelmente, a utilizacdo de
antimicrobianos aumente gradualmente em paises em desenvolvimento. Portanto, é essencial
enfatizar o uso racional de antimicrobianos e propor tratamento eficaz de antibi6ticos

residuais na industria da aquicultura.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Qualificacdo do problema a ser abordado

A biomanipulagdo dos ecossistemas aquaticos com a maximizacdo dos recursos produtivos
traz consigo inimeros desafios, dentre os quais se destaca 0 controle sanitario das populacGes
de peixes. Em geral, 0 aumento de espécimes por area, somado as praticas de manejo, resulta
na ocorréncia do estresse, condicao fisiologica responsavel por imunossuprimir os sistemas de
defesa dos peixes, predispondo-os as mais diversas enfermidades (Belo et al, 2012). Neste
preceito, agentes infecciosos que causam aparentemente poucos danos as populacfes de
peixes em seu habitat natural, podem tornar-se agentes precursores de doencgas de grande
importancia econémica quando submetidos as condicdes de criacdo (Yousefian e Amiri,
2009).

Poucos sdo os antimicrobianos aprovados para 0 uso em aquicultura, de acordo com FDA -
Food and Drug Administration, érgdo regulamentador do uso de farmacos nos Estados
Unidos, apenas a oxitetraciclina, o florfenicol e a sulfadimetoxina associada com ormetropim
podem ser adicionados a ragdo e usados no controle de enfermidades bacterianas em
aquicultura (FDA, 2022). Neste contexto, a seguranca clinica aos animais e ao ambiente
aquatico juntamente com um nivel mais reduzido de residuo na carcaca, sdo propriedades
importantes que devem estar associadas aos antimicrobianos, em adi¢&o a eficacia no controle
de enfermidades bacterianas nos peixes, tornando extremamente complexo 0s processos de

aprovacao de novos farmacos (FDA, 2022).



De acordo com a Resolucdo XXVIII da 75° sesséo geral da comissao internacional da OIE
(Organizacdo Mundial de Sanidade Animal) que define a lista de antimicrobianos de
importancia na medicina veterinaria, a doxiciclina apresenta significativo potencial para uso
em peixes, no entanto, é necessario que seja feito o delineamento de protocolos terapéuticos
eficazes para seu uso em organismos aquéaticos (OIE, 2015). A doxiciclina é um
antimicrobiano de amplo espectro que tem sido empregado com sucesso na produgdo animal,
sendo via de regra administrado via oral na racdo dos animais e apresentando bons resultados

na avicultura (Gutiérrez et al., 2017) e suinocultura (Morés et al., 2015).

2.2.  Doxiciclina

A doxiciclina é um antimicrobiano bacteriostatico e lipofilico da classe das tetraciclinas,
apresenta amplo espectro de acdo sobre bactérias (gram-negativas e gram-positivas) e
protozoarios, inibindo a sintese proteica (Nelson e Levy, 2011). Com boa penetragcdo nos
tecidos, a doxiciclina apresenta vantagens farmacocinéticas, por possuir boa absorcdo apos
administracdo via oral, e no trato gastrointestinal sofre pouca interferéncia de alimentos e
apresenta meia-vida que propicia administracdo a cada 12 horas, além de apresentar baixa
nefrotoxicidade e hepatoxicidade (Nelson e Levy, 2011).

Os complexos de doxiciclina com ions metalicos sdo instaveis em pH &cido, portanto, mais
doxiciclina entra no duodeno para absor¢do quando se compara com outras tetraciclinas.
Além disso, os alimentos tém menos efeito na absorcdo do farmaco, sendo as concentragdes
séricas de doxiciclina reduzidas em cerca de 20% por interacdes com alimentos quando
comparadas com 50% para as tetraciclinas (Agwuh e MacGowan, 2006). De acordo com
Yang et al. (2014), a farmacocinética da doxiciclina em tilapias foi estudada no plasma apéds
uma dose Unica (20 mg/kg) administrada via oral, sendo observado lenta e incompletamente
absorcdo, porém a doxiciclina foi extensivamente distribuida e lentamente eliminada e para
estes autores a doxiciclina pode sofrer reciclagem entero-hepatica na tilapia.

Nakamura (1982) provou a eficacia terapéutica de 20mg de doxicicilina/kg de p.v.,
administrada via oral na ragéo, para o tratamento de estreptococose em Yellow-tail, Seriola
quinquiradiata. Para este autor, a doxiciclina demonstrou estabilidade na dieta dos peixes,
muito baixa toxicidade para os animais, confirmando a sua seguranca terapéutica, alem de

apresentar rapida absorcéo e distribuicdo sistémica. Em outro estudo a seguranca clinica da



doxicicilina foi observada apds oito meses de tratamento em peixes pulmonados australianos
(Neoceratodus fosteri), submetidos a terapia tripla envolvendo doxiciclina para o tratamento
de micobacteriose por Mycobacterium marinum, M. fortuitum, M. chelonae e M. peregrinum
(Strike et al., 2017). Segundo estes autores esta terapia antibidtica foi a mais eficaz,
resultando em resolucdo completa da doenga e nenhum efeito colateral observado.

Trezentos isolados de Aeromonas hydrophila e Edwardsiella tarda foram testados para 16
antimicrobianos. Este estudo revelou dentre os farmacos testados que 70% dos isolados foram
sensiveis a doxiciclina (Lee e Wend, 2017). Na piscicultura o uso de outras tetraciclinas
como a oxitetraciclina é realizado para o tratamento de doencas infecciosas como: doenca
bacteriana da &gua fria, doenca da boca vermelha, septicemia provocada por Edwardsiella
tarda e Edwardsiella ictaluri, septicemia por Aeromonas sp. e Pseudomonas fluorescens,
entre outras (Austin e Newaj-Fyzul, 2017).

Seu mecanismo de acdo ocorre pela inibicdo da sintese de proteinas microbianas por meio
da interacdo com as subunidades ribossomais 30S e blogueia a leitura do anticodon do tRNA
do mRNA bacteriano, interrompendo o crescimento bacteriano, apresentando as células
imunes do hospedeiro para lisar a célula bacteriana (Eisen, 2017). A doxiciclina se liga e
modifica a traducdo decrescente do ribossomo 80S humano e também ativa seletivamente a
resposta ao estresse integrado celular (ISR) (Holmes e Charles, 2009). A doxiciclina também
é identificada por interferir na sintese proteica mitocondrial devido a semelhanca
evolutivamente conservada entre o ribossomo bacteriano e mitocondrial, causando
desequilibrio proteico mitocondrial. Este desequilibrio da proteina mitocondrial causa
biogénese mitocondrial prejudicada, que é usada como uma nova estratégia terapéutica para
atingir células cancerigenas, ja que células cancerigenas desprovidas de mitocondrias foram
observadas como mais suscetiveis a drogas citotoxicas. Além de sua acdo em células
procarioticas e eucarioticas, a doxiciclina também ¢é identificada por possuir potentes

aplicacdes antivirais (Narendrakumar, et al, 2021).
2.3.  Tilapicultura
A aquicultura brasileira produziu cerca de 629.341 t em 2020, sendo a tilapia do Nilo (O.

niloticus) a mais importante espécie de peixe criada no Brasil, atingindo 343.595 toneladas,

correspondendo a 55% da aquicultura nacional em 2020, atingindo taxa média de crescimento



de 11% ao ano, comparado a aquicultura geral que cresceu apenas 4% ao ano (IBGE, 2019).
Esse crescimento é promovido pela maximizagdo da producdo e pela formacdo de conjuntos
produtivos em varias partes do pais (Ribeiro et al., 2022).

Esse resultado coloca o Brasil entre os quatro maiores produtores do mundo, atras de
China, Indonésia e Egito (Peixe BR, 2020). O Parana € o maior produtor de Tilapia do Brasil,
com 146.212 toneladas, seguido de S&o Paulo (64.900 t), Santa Catarina (38.559 t), Minas
Gerais (36.350 t) e Pernambuco (25.421 t). Juntos, os cinco estados maiores produtores de
Tilapia do Brasil representam 57% da producédo nacional (Peixe BR, 2020). Segundo o estudo
realizado pelo extinto Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), o pais se tornara um dos
maiores produtores do mundo até 2030, com producdo intensiva de espécies amazodnicas e da
tilapia, que cresce 17% ao ano (Brasil, 2014).

Existem 70 espécies de tilapias distribuidas em 4 géneros: Oreochromis, Sarotherodon,
Tillapiae e Danakilia. Dessas, somente 0 género Oreochromis apresenta viabilidade para a
aquicultura mundial, em virtude dos indices de produtividade e adaptacdo a condi¢des de
cativeiro. As principais espécies criadas sdo: O. niloticus (tilapia do Nilo), O. mossambicus
(tilapia de Mocambique), O. aureus (tilapia aurea ou azul) e O. urolepi shornorum (tilapia
zamzibar) (Sebrae, 2015). Neste contexto, destaca-se a especie Oreochromis niloticus,
comumente chamada de “tildpia nildtica”, de origem africana, oriunda da bacia do Rio Nilo,
pertencente a familia Cichlidae. Para Zimmermann e Fitzsimmons (2004), no Brasil, a
tilapicultura segue a mesma tendéncia mundial, com predominio de tilapias niléticas ao invés
de tilapias vermelhas, pois estas apresentam crescimento mais rapido e um rendimento de filé
superior quando comparadas as demais espécies de tilapias.

A aquicultura continua a desempenhar um papel importante na producéo de alimentos no
mundo, fornecendo proteina de alta qualidade. No entanto, a industria aquicola esta cada vez
mais ameacada por varios patégenos que causam enormes perdas econémicas na producdo e
representam riscos para a salde do consumidor. S. agalactiae, Aeromonas sp., Edwardsiella
tarda, entre outros agentes etioldgicos de doencas infecciosas, tornaram-se um dos fatores
mais importantes que limitam o desenvolvimento sustentavel da tilapicultura, ocasionando
enormes prejuizos para a industria piscicola mundial. Portanto, a identificagdo de mecanismos
e métodos de prevencdo para resistir as infecgbes por patdgenos sdo questdes urgentes

necessarias para a producao de aquicultura sustentavel (Zhang et al., 2019; Wang et al., 2018).
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2.4.  Streptococcus agalactiae

O S. agalactiae é classificado como do grupo B Lancefield apresentando células esféricas
ou cubdides. Esta bactéria ¢ Gram-positiva, catalase negativa e as suas células se unem em
forma de pares ou cadeias (Roberts, 2012). E imével, ndo esporulada e anaerdbia facultativa.
Obtém energia por meio da fermentagdo de carboidratos como a glicose (Hardie e Whiley,
1997). Sdo bactérias oportunistas amplamente distribuidas no ambiente aquatico, associadas a
méa qualidade da &gua, manejo inadequado e condigdes de criacdo intensiva, causando
prejuizos importantes para a aquicultura mundial (Hernandez et al., 2009).

A estreptococose é uma das doencas bacterianas mais importantes que afetam as criacdes
de tilapia em todo o mundo (Ortega et al., 2017). Nos peixes, o quadro clinico principal é a
meningoencefalite que provoca movimentos giratorios dos peixes na superficie da agua,
escurecimento da pele acompanhada de letargia, anorexia e exoftalmia. Estes sinais clinicos
geralmente estdo associados a perda de apetite, hemorragia ocular, opacidade da cornea,
abdome distendido, curvatura da medula espinhal, natacdo irregular, rigidez e sangramento na
base das barbatanas (Asencios et al., 2016). Normalmente, infeccGes em grande escala
ocorrem em estacOes relativamente quentes, especialmente no verdo. A taxa de mortalidade
pode chegar a 50-70% em menos de uma semana (Zhang, 2021).

O diagnoéstico da infeccdo por S. agalactiae é baseado em sinais clinicos, lesdes
histopatolégicas, isolamento microbioldgico, identificacdo especifica por meio de técnicas
moleculares como o PCR e imunodiagnostico (Eto et al., 2018). Na necropsia, destacam-se
alteracbes macroscopicas como hemorragia na pele, esplenomegalia, hepatomegalia, ascite,
palidez dos 6rgdos e aderéncias viscerais. (Laith et al., 2017). Histologicamente, as lesdes que
ocorrem sao severa inflamagdo granulomatosa no cérebro, epicardio, meninges e olhos e
também necrose, vacuolizacdo de hepatocitos e congestdo esplénica (Inocente Filho et al,
2009).

Antibioticos (como oxitetraciclina, eritromicina, penicilina, B-lactdmicos, tetraciclina,
macrolideos, cefalosporina e quinolina) sdo amplamente utilizados para tratamento de
doencgas bacterianas em peixes como a estreptococose. No entanto, o uso indiscriminado de
antibioticos por piscicultores pode levar ao surgimento de cepas resistentes aos medicamentos
e pode criar sérios problemas de saude publica, pois alguns estreptococos sdo agentes
zoonoticos (Park et al., 2009).



2.5. Aeromonas hydrophila

A. hydrophila é uma bacteria Gram-negativa, mdvel, anaerébica facultativa, catalase e
oxidase positiva, que se apresenta em forma de bastonete curto, com um tnico flagelo polar e
que normalmente habitam o ambiente aquéatico e faz parte da microbiota intestinal de animais
aquaticos e terrestres (Praveen et al., 2016). As bactérias do género Aeromonas possuem
fatores de viruléncia como hemolisinas, aerolisinas, proteases, adesinas, enterotoxinas,
fosfolipase e lipase (Stratev et al., 2016). Esta bactéria € um patdgeno oportunista, que pode
causar sérias perdas econdmicas na aquicultura, sendo responsavel por surtos de doencas
infecciosas graves com alta mortalidade em peixes (Farias et al., 2020). A septicemia
por Aeromonas pode ser induzida quando os peixes estdo sob condigdes estressantes de alta
temperatura e ma qualidade da agua, hipdxia, infeccbes parasitarias, alta densidade de
estocagem, manuseio inadequado e transporte inadequado (Belo et al., 2012).

Os principais sinais clinicos causados por aeromonose sdo: septicemia hemorragica,
caracterizada pela presenca de pequenas lesdes superficiais, hemorragias focais,
principalmente em branquias e opérculos, Ulceras, abscessos, exoftalmia e distenséo
abdominal. Internamente, pode ocorrer acumulo de liquido ascitico, anemia e lesdes no figado
e nos rins (Garcia et al., 2007).

Os métodos de prevencdo e controle de doencas na piscicultura normalmente incluem
vacinas e o uso de antimicrobianos comerciais (Ariede et al., 2020). Foi relatado que A.
hydrophila sdo resistentes a penicilina e ampicilina, mas sensiveis a aminoglicosideos,
tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol, quinolonas e cefalosporinas de

segunda e terceira geracdo (Stratev et al., 2016).

3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivos gerais

O presente estudo tem por objetivos avaliar a eficacia terapéutica, incluindo sua possivel
acao sobre as respostas imunes humorais, a segurancga clinica e ecotoxicologica do antibidtico
doxiciclina, administrado via oral na racdo, para o tratamento de S.agalactiae e A. hydrophila

em tilapias do Nilo, O.niloticus.



3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a inocuidade do composto em estudo de dose-resposta quantal, determinando-se a
seguranca clinica nas doses de 10, 20, 40 e 80 mg de doxiciclina/kg de p.v.;

- Estudar a eficacia das doses terapéuticas de 20, 40 e 80 mg de doxiciclina/kg de p.v. em
peixes desafiados experimentalmente com inéculos vivos de S.agalactiae e A. hydrophila,
incluindo o possivel efeito sobre as respostas imunes humorais;

- Realizar seis ensaios de ecotoxicidade com determinacdo de CL50: em peixes (H. eques);
plantas aquéticas (L. minor, A. carolinia e W. brasiliensis), crustaceos (M. acanthurus) e

moluscos (P. canaliculata).
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CAPITULO 2 — Avaliagdo da seguranca clinica de tilapias do Nilo (Oreochromis

niloticus) tratadas via oral com Doxiciclina
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Resumo — Este estudo teve por objetivo avaliar a seguranca clinica do tratamento com
diferentes doses de Doxiciclina (Sandoz do Brasil Industria Farmacéutica Ltda.), administrada
via oral incorporada a racdo em tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus. Para tal, foram
utilizadas 75 tilapias no Nilo (O. niloticus), £300g, oriundas da empresa Aquabel, localizada
em Porto Ferreira/SP, da mesma desova, acondicionadas em 15 tanques (n=5), com
capacidade de 100 L de &gua cada, abastecidos com agua corrente desprovida de cloro, sendo
constituido os seguintes tratamentos: TO (Controle - ndo tratado com Doxiciclina); T1, T2, T3
e T4 (tratados com 10, 20, 40 e 80mg/kg de p.v. de Doxiciclina, respectivamente), tendo sido
amostrados 5 animais por tratamento em 3 periodos: 2, 4 e 8 dias pos-tratamento (DPT).
Foram coletadas amostras de sangue para determinacdo do hemograma, leucograma e
avaliacdo de parametros bioquimicos séricos, além de orgdos como baco, figado e rins
(cranial e caudal) para avaliacdo somatica e histopatoldgica. Os resultados mostraram
algumas alteracdes clinicas transitorias em peixes tratados durante oito dias consecutivos com
a dose de 80mg/Kg de p.v. de doxiciclina, as quais se caracterizaram por aumento de
atividade enzimatica de aspartato aminotransferase (AST) e diminuicdo dos valores
circulantes de hemoglobina, entretanto as demais doses testadas desse antibidtico nas tilapias
apresentaram boa margem de seguranca clinica.

Palavras chave: Oreochromis niloticus, antimicrobiano, seguranca clinica, hemograma,
bioquimico sérico.
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1. INTRODUCAO

A doxiciclina € um antimicrobiano sintético da classe tetraciclina, de segunda geracdo, que
apresenta melhor propriedades farmacocinéticas e baixa toxicidade, quando comparada as
tetraciclinas de primeira geracdo (Valentin et al., 2009). Foi desenvolvida em 1967 pela
Pfizer, possuindo acdo sistémica e vérias vantagens sobre outros membros da familia das
tetraciclinas, como atividade de amplo espectro, melhor absorcdo oral, alta lipofilicidade e
permeabilidade e meia-vida de eliminacdo prologada (18-22 horas) (Holmes et al., 2009).
Além disso, em comparacdo a tetraciclina original, as sintéticas possuem melhores esquemas
de dosagem e sdo mais facilmente absorvidos quando ingeridos com alimentos (Smith e
Leyden, 2005). Também possuem propriedades anti-inflamatdrias, imunomoduladora e
antioxidante, que a tornam uma opcao terapéutica promissora para o tratamento de varias
doencas infeciosas (Sharma et al., 2022).

A doxiciclina possui atividade contra uma ampla gama de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e ‘atipicas’, bem como alguns protozoarios, como a malaria (Holmes et al., 2009). E
uma droga bem tolerdvel, muito utilizado no tratamento de doencas infecciosas (Smith e
Leyden, 2005; Holmes et al., 2009). E considerada uma droga bacteriostatica, pois em seu
mecanismo de acdo ocorre a inibicdo da sintese de proteinas bacterianas, pois este
antimicrobiano liga-se reversivelmente & subunidade ribossomica 30S e impedindo a
associacdo do aminoacil-tRNA com o ribossomo bacteriano (Holmes et al., 2009). Além
disso, possui varias outras a¢des, incluindo prevencao de angiogénese e apoptose, aumento da
fixacdo de fibroblastos gengivais e cicatrizacdo de feridas (Stechmiller et al., 2010).
Apresentam como principais efeitos adversos distarbios gastrointestinais, esofagite e
fotossensibilidade, porém podem ser evitadas com aten¢do cuidadosa a administracdo correta
(Smith e Leyden, 2005).

Nos sistemas de producBes nas pisciculturas, quando héa surtos de doencas infecciosas
bacterianas, uma das alternativas de tratamento & o uso de antimicrobianos (Aracati et al.,
2021). A seguranca e tolerabilidade desses farmacos sempre foi de grande interesse e
preocupacdo para quem recebe, mas principalmente para quem prescreve 0s medicamentos,
pois a incidéncia exata de efeitos adversos especificos € de dificil avaliagdo, com isso, é
necessario varios estudos e testes clinicos para confirmarcdo (Owens e Ambrose, 2005).

Entretanto, em peixes, 0s medicamentos registrados para uso nas pisciculturas sdo escassos
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(Oliveira et al., 2021). De acordo com o FDA — Food and Drug Administration, 6rgdo
regulamentador do uso de drogas nos Estados Unidos, os antimicrobianos aprovados para uso
em aquicultura sdo apenas a oxitetraciclina, florfenicol e sulfadimetoxina associada com
ormetropim (FDA, 2022). Nesta perspectiva, a inocuidade ¢ um fator de extrema importancia
nos estudos farmacoldgicos e o uso indiscriminado de antimicrobianos, bem como altas doses,
sdo limitados pelo risco de toxicidade, selecdo de resisténcia e eficacia reduzida (Bassetti et
al., 2018). Desta forma, € de extrema importancia o estudo da seguranca ao ambiente
aquatico, seguranca clinica de antimicrobianos em peixes, que geralmente sdo realizados
através de exames hematoldgicos, histopatoldgicos e testes bioquimicos na qual sdo técnicas
que avaliam os pardmetros essenciais das condigdes fisiologicas dos peixes (Costa et al.,
2022; Oliveira et al.,2021).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Peixes e acondicionamento

Para o estudo de seguranca clinica da Doxiciclina, foram utilizadas 75 tilapias do Nilo
(x300g) oriundas da mesma desova da fazenda Adquabel (Porto Ferreira, SP, Brasil),
acondicionadas em 15 tanques (100L de &gua cada, n=5) abastecido com agua corrente sem
adicdo de cloro e proveniente de poco artesiano com sistema de recirculacdo com vazao de
1L/min. Apos serem transportados aos devidos tanques, os peixes foram aclimatados por 15
dias, tempo necessario para que a concentracdo plasmatica de cortisol e a osmolaridade
voltassem aos niveis basais. Nos primeiros trés dias de aclimatagdo, os animais foram
submetidos a banho com solucdo de NaCl na concentracdo de 6,0g/L (Carneiro e Urbinati,
2001). Os animais receberam racdo comercial extrusada com 36% de proteina bruta
(Nutripiscis® - Empesa Presence), constituindo-se na dieta basal. Os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia, as 8h e as 17h, correspondendo a 2% da biomassa dos tanques.
Os parametros de qualidade da agua foram determinados duas vezes ao dia durante todo o
periodo experimental utilizando pHmetro YSI-63 e oximetro Y-55, tendo sido registrados
valores que permaneceram dentro da faixa adequada para o bem-estar de peixes tropicais
(Boyd, 1990) (oxigénio dissolvido = 4,07 + 0,89 mg L™*; temperatura = 27,64 + 2,05°C; pH =
7,64 £ 0,54; e condutividade = 208,29 + 97,57uS/cm). Os procedimentos experimentais foram
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aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), da UNESP/FCAV sob
protocolo n° 5315/20.

2.2.  Delineamento experimental

As tilapias foram distribuidas aleatoriamente em 15 tanques (100L de &gua, n=5) para
compor 0s seguintes tratamentos: TO (grupo controle, ndo tratado com Doxiciclina); T1, T2,
T3 e T4 (tratados com 10, 20, 40 e 80mg/kg de p.v. de Doxiciclina, respectivamente). Cinco
animais foram amostrados por tratamento em 3 periodos, isto é, 2, 4 e 8 dias, para colheita de
amostras de sangue para determinacdo do hemograma, leucograma e bioguimico, além de

orgaos como baco, figado e rins (cranial e caudal) para avaliacdo somatica e histopatologica.

Tabela 1. Distribuicdo das tilapias nos diferentes tratamentos com Doxiciclina.

Dias apés inicio do
Grupos Tratamentos tratamento com Doxiciclina
2 4 8
TO Controle (ndo tratado com Doxiciclina) N=5 N=5 N=5
T1 | Tratados com 10 mg/kg de p.v. de Doxiciclina | N=5 N=5 N=5
T2 Tratados com 20 mg/kg de p.v. de Doxiciclina | N=3 N=5 N=5
T3 Tratados com 40 mg/kg de p.v. de Doxiciclina N=5 N=5 N=5
T4 | Tratados com 80 mg/kg de p.v. de Doxiciclina | N=5 N=5 N=5

2.3.  Dieta experimental

A racdo comercial extrusada, contendo proteina bruta 36%, umidade 12%, extrato etéreo
70 g/kg, matéria mineral 140 g/kg, fibra bruta 50 g/kg, célcio 25 g/kg, fosforo 8 g/kg e
vitamina C 350 mg/kg. (Nutripiscis® - Empresa Presence) foi utilizada para compor as dietas
experimentais das tilapias. A alimentacdo foi realizada duas vezes ao dia (8h e 17h), com
administracdo de 2% da biomassa dos tanques. Para o preparo das dietas, diariamente a ragdo
era pesada proporcionalmente ao peso médio das tilapias de cada tanque. Em seguida, era
adicionado a Doxiciclina (Doxiciclina: Sandoz do Brasil Industria Farmacéutica Ltda.) nas

doses de 10, 20, 40 e 80mg/kg p.v. e homogeneizado em 2% de 6leo vegetal, compondo as
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dietas de T1, T2, T3 e T4 respectivamente. Para padronizacdo das dietas e balanco
nutricional, foi adicionado 2% de 6leo vegetal a dieta do grupo controle (TO).

2.4.  Anestesia dos peixes

As tilapias foram anestesiadas por imersédo em solugdo aquosa de benzocaina na proporgéo
de 1:10.000 para coleta de sangue e 1:500 no momento da eutanasia. A benzocaina foi diluida
em alcool 98° (0,1 g/mL), completando o volume para 1L (Wedemeyer, 1970). Inicialmente
foi realizado pré-anestesia, em que o nivel de agua dos tanques era baixado até um volume de
10L adicionando-se 0,1g de benzocaina ja diluida em alcool 98°. Logo apos, cada peixe era
transferido para um recipiente contendo 1L de &gua com 0,1g de benzocaina, ambos os
procedimentos eram realizados em aeracdo para minimizar estresse ocasionado pela
manipulacdo. Logo que o opérculo parava de se movimentar, o peixe era retirado e realizado a
coleta de sangue. Por fim, o animal era transferido para outro recipiente contendo 0,59 de

benzocaina diluida em 1L de 4gua para eutanasia.

2.5. Coleta de sangue e analise hematoldgica

Cinco peixes por tratamento (um tanque para cada tratamento), ap6s serem anestesiados,
era coletado cerca de trés mL de amostras de sangue pelo vaso caudal de cada animal aos 2, 4
e 8 dias apods tratamento (DPT), que foram aliquotadas em dois conjuntos: uma seringa
revestida de heparina (5000 Ul) e outra sem heparina, para obtencdo de plasma e soro,
respectivamente. Durante troca de seringas (com e sem heparina), ndo era retirado a agulha do
vaso, para que ndo se tenha perda de sangue. O hemograma foi realizado por hemocitémetro
(cdmara de Neubauer) e solucdo de Natt e Herrick (1952) na proporcdo 1:100 v:v). O
hematdcrito foi determinado pela técnica de centrifugacdo do microhematocrito. Ja a
hemoglobina circulante, utilizando-se reagente de Rabkin’s para leitura em comprimento de
onda de 540nm e os valores de volume corpuscular médio (VCM) foram obtidos pelo calculo
VCM = (HT/HE)*100 e concentragdo hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo céalculo
CHCM = (HG/HT)*100. As contagens totais e diferenciais de leucocitos foram realizadas em
extensdes sanguineas com a contagem de 200 celulas, estabelecendo o percentual de cada tipo
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celular de interesse, apds coloracdo prévia das extensdes com May-Grinwald Giensa Wrigth
(BELO etal., 2013).

2.6.  Avaliacdo bioquimica sérica

Amostras de sangue de peixes sem anticoagulante foram centrifugadas a 10.000 rpm por
10 minutos a 4°C para obtencédo de soro e determinacdo de fosfatase alcalina (FA), aspartato
aminotransferase (AST), creatinina, albumina, proteina total, colesterol, triglicerideos e
globulina, usando um analisador bioquimico semiautomatico (Model LabQuest® - Bioplus

Company) e a glicemia dos peixes foi determinada usando o aparelho Accu-Chek Performa.

2.7.  Avaliacdo morfométrica e histopatologica dos érgaos

Apbs 2, 4 e 8 dias de tratamento, as tilapias foram submetidas a eutanasia por imersao em
solucdo aquosa de benzocaina (1:500) até o aprofundamento do plano anestésico e perda
completa dos movimentos operculares. Em seguida, pesadas e dissecadas por um corte
longitudinal ventral, do &nus ao opérculo; outro do anus até a cabeca seguindo a linha lateral e
um terceiro passando pela nadadeira peitoral. Esta dissecacdo permitiu ampla visao de todos
0s Orgdos. Para avaliacdo morfométrica de acordo com Weibel et al. (1969), foram coletados
figado, rim caudal, rim cranial e bago das tilapias, em que posteriormente foram pesados para
expressar o indice somatico hepatico, renal e esplénico, calculado pelo formula: indice
somatico = peso do 6rgao X 100/peso corporal.

Para os exames histopatoldgicos foram avaliados figado, rim caudal, rim cranial e baco.
Imediatamente apds coletar um fragmento de cada 6rgédo, eles foram fixados em formol a 10%
e apés 24 horas, os fragmentos foram transferidos para o alcool 70%, sendo entdo
encaminhado para preparo das pecas no laboratorio de patologia veterinaria, emblocados em
parafina e feitos cortes com espessura aproximada de 5um e corados em hematoxilina e
eosina. A leitura foi realizada em miscroscopio Optico para determinacdo de possiveis

alteracdes histopatologicas.
2.8.  Analise estatistica

O desenho experimental para avaliagdo da seguranca clinica foi inteiramente randomizado

em esquema fatorial 5 x 3 (cinco tratamentos: 10, 20, 40, 80 e controle X trés periodos de



20

avaliacdo: 2, 4 e 8 DPT). As analises de variancia para comparar os diferentes grupos
experimentais foram realizadas utilizando o procedimento GLM (General Linear Model) do
programa SAS, versdo 9.3 (Statistical Analysis Software, 2012). Diferencas significativas

(P<0.05) foram estimadas com base no teste de Tukey ao nivel de confianca de 95%.

3. RESULTADOS
3.1.  Anélise de parametros bioquimicos séricos

Na anélise de citoxicidade hepética das tilapias tratadas com doxiciclina (Figura 1), ndo foi
observado alteracdes significativas na atividade sérica enzimatica de fosfatase alcalina,
entretanto, os niveis séricos de AST foram significativamente superiores (P<0.05) nos
animais tratados com 80 mg de doxiciclina no periodo mais prolongado do tratamento (8
DPT), em comparacdo aos animais tratados com a menor dose (10mg) e do grupo controle.
Tal resultado também foi observado no decorrer do tempo, em que, o tratamento com 80 mg

provocou um aumento dessa enzima no periodo mais tardio do tratamento.
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Figura 1. Andlise de fosfatase alcalina e aspartato aminotransferase (AST) das tilapias
tratadas com doxiciclina. Médias (n=5) seguidas da mesma letra ndo diferem
pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas comparam os diferentes
tratamentos dentro de cada dia experimental, letras minGasculas comparam a
evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias experimentais.

Na avaliacdo da funcionalidade hepética do tratamento com Doxiciclina (Figura 2), ndo
foram observadas alteraces significativas nos valores séricos de proteina total, colesterol,
triglicerideos e globulina. Também ndo foi observado alteragcbes nos valores séricos de
creatinina. No entanto, apos 4 dias de tratamento com 80 mg de doxiciclina foi observado um

pico de albumina e seus valores retornaram nos seus niveis basais no oitavo dia.
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Figura 2. Anélise de creatinina, proteina total, albumina, globulina, colesterol e triglicerideos
das tilapias tratadas com doxiciclina. Médias (n=5) seguidas da mesma letra nao
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras mailsculas comparam os diferentes
tratamentos dentro de cada dia experimental, letras mindsculas comparam a
evolucédo de cada tratamento entre os diferentes dias experimentais.

A avaliacdo de glicemia (Figura 3) revelou diminuicdo ap0s 4 dias de tratamento no grupo
controle e no que foi tratado com 10 mg de doxiciclina, apds 8 dias de tratamento, essa

diminuicdo foi observada em todos 0s grupos, exceto no tratado com 80 mg de doxiciclina em
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que ndo foi observado diminuicdo, mantendo-se constantemente elevado em todo o periodo de

avaliagéo.
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Figura 3. Andlise da glicemia das tilapias tratadas com doxiciclina. Médias (n=5) seguidas da
mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas
comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras
mindsculas comparam a evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.

3.2.  Andlise hematoldgica

Na avaliacdo hematologica das tilapias tratadas com doxiciclina (Figura 4) ndo foi
observado alteracdes significativas (P>0.05) nos valores de hematécrito, VCM, HCM e
CHCM. Porém, observou-se que ap06s 8 dias de tratamento houve diminuico significativa
(P<0.05) nos valores séricos de hemoglobina nos animais tratados com 40 e 80 mg de
doxiciclina em comparagdo com o0s animais do grupo controle. No decorrer do tempo, foi
observado que o0s animais tratados com 40 mg tiveram uma diminuigdo significativa nos
niveis de hemoglobina e os animais tratados com 80 mg tiveram um aumento de eritrocitos

circulantes.
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Figura 4. Anélise hematologica das tilapias tratadas com Doxiciclina. Médias (n=5) seguidas
da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas
comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras

minusculas comparam a evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.

Na avaliacéo leucocitaria (Figura 5), ndo se observou alteracdes significativas (P>0.05) na
contagem global de leucdcitos entre os diferentes tratamentos. Verificou-se aumento

significativo de linfocitos (P<0.05) no segundo dia apds o inicio do tratamento em animais
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com 80 mg quando comparado a peixes tratados com 20 mg/kg, porém ambos nao
apresentaram variagOes significativas quando comparados as tilapias controles. A avaliacdo
dos tratamentos ao longo do tempo revelou diminuicdo de mondcitos e neutréfilos, no
intervalo de 4 dias ap0s tratamento com 80 mg de doxiciclina, 0s quais retornaram aos niveis

normais no intervalo seguinte (8 dias de tratamento).
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Figura 5. Analise leucocitaria das tilapias tratadas com Doxiciclina. Médias (n=5) seguidas
da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas
comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras
minusculas comparam a evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.
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3.3.  Anélise morfométrica de drgaos

Na analise somatica de baco, figado e rim ndo foi observado nenhuma alteracéo

significativa nos animais dos diferentes tratamentos e também do grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo somatica de baco, figado e rim das tilapias tratadas com Doxiciclina.
Médias (n=5) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05).
Letras mailsculas comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia
experimental, letras minusculas comparam a evolugdo de cada tratamento entre 0s
diferentes dias experimentais.
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3.4.  Alteragdes histopatologicas

O estudo histopatoldgico de tilapias tratadas com doxiciclina apresentou alteracbes no
figado com perda da arquitetura dos corddes hepaticos, presenca de ndcleos picnoticos,
degeneracdo hidrépica com necrose de hepatocitos e dilatacdo dos sinusoides hepaticos
(Figura 7). Tais achados histopatologicos foram observados com maior frequéncia em animais
tratados com 80 mg de doxiciclina. Os cortes histologicos dos tecidos esplénicos e renais ndo
apresentaram alteracdes significativas quando comparados aos animais do grupo controle.
Porém, vale ressaltar que estudos que visem quantificar e analisar comparativamente a
formacdo de centro de melanomacrofagos nos tecidos esplénicos podem auxiliar na
compreensdo da participacdo dos mesmos durante o processo de desintoxicacdo do

organismo.

Figura 7. Fotomicrografia de corte histolégico de figado de tilapias tratadas com doxiciclina.
Observa-se perda da arquitetura dos cordBes hepéticos, presencas de ndcleos
picnéticos, degeneracdo hidropica com necrose de hepatocitos e dilatacdo
sinusoide hepatica. Coloracdo H.E, aumento de 40x.

4. DISCUSSAO

Em condicBes de surtos de doengas bacterianas, o uso de farmacos na aquicultura é
indispensavel, entretanto, ha poucos antimicrobianos registrados para uso em peixes, 0 que
proporciona seu uso indiscriminado (Carraschi, 2017). Em razdo disso, se torna relevante o

estudo da seguranga clinica em peixes, que pode ser acessada através de testes hematoldgicos
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e bioguimicos, nos quais sdo analisados pardmetros essenciais para avaliar a condicdo
fisiologica dos peixes (Mahmoud et al. 2018) frente a utilizacdo de farmacos na piscicultura.

Na avaliacdo hematologica das tilapias tratadas com doxiciclina ndo foram observadas
alteracdes nos valores de hematocrito, VCM, HCM e CHCM, corroborando com os achados
de Costa et al. (2022), demonstrando que as tilapias tratadas com zileuton ndo apresentaram
nenhuma alteragdo entre as diferentes concentragdes administradas do farmaco, durante
reacdo inflamatoria aguda ocasionada pela Aeromonas hydrophila, sugerindo a seguranca
clinica deste farmaco.

A hemoglobina pode indicar o contetdo de oxigénio no sangue e em condicdes de estresse,
pode ocorrer andxia, cessando o mecanismo de fosforilagdo oxidativa, sendo a via alternativa
de sintese de energia no organismo (Ramesh et al., 2018). No presente estudo, doses mais
altas de doxiciclina (40 e 80 mg/kg) administrada por oito dias consecutivos diminuiram a
concentracdo de hemoglobina. No entanto, ndo foram observadas evidéncias de anemia, por
ndo ter sido observado diminuicdo nos valores circulantes de hemacias, bem como nos
percentuais de hematocrito, sendo descartada a hipOtese de que o tratamento com esta
tetraciclina teria resultado em alteracbes hemoliticas. Feng et al. (2017) demonstraram que a
doxiciclina se liga a cavidade hidrofébica de hemoglobina bovina através de multiplas
interages em um mecanismo semelhante ao que ocorre de farmacos com a albumina.
Engebretson e Hey-Hadavi (2011) e observaram diminuigéo de hemoblobina Alc durante o
tratamento crénico com doxiciclina por trés meses em pacientes com diabetes tipo-2. Para
estes autores, as tetraciclinas podem inibir a glicacdo de proteinas ndo enzimaticas.

Efeitos semelhantes foram observados nas tildpias, uma vez que foi observada a
diminuicdo dos valores circulantes de hemoglobina em peixes tratados com 80 mg de
doxiciclina apés oito dias de tratamento e tal diminuicdo apresentou relagdes significativas ao
aumento da glicemia. O processamento metabdlico da glicose (glicélise) é uma importante via
de producdo de ATP, fazendo com que a glicose possa ter seus niveis alterados no sangue
guando o animal se encontra em alta exigéncia energética, sendo fortemente influenciados por
catecolaminas, glicocorticoide e hormonios tireoidianos (Ramesh et al., 2018). Tilapias
tratadas com 80 mg de doxiciclina apresentaram aumento transitério nos valores circulantes
de albumina no quarto dia de tratamento, os quais retornaram aos valores basais no oitavo dia.
A hiperalbuminemia geralmente decorre de alteraces no equilibrio liquido-eletrolitico, pois a

perda de volume de liquidos do compartimento extracelular plasmatico resulta em


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oxidative-phosphorylation
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hemoconcentracdo, refletindo no aumento sérico de albumina e este mecanismo esta
claramente descrito em mamiferos (Belo et al., 2012).

Existem poucos dados sobre a influéncia dos farmacos antibacterianos nos indices
bioquimicos do soro de peixes e os que foram publicados até agora sdo principalmente
focados nos efeitos da oxitetraciclina (Bojarski et al., 2020) havendo poucas informagdes
sobre o uso doxiciclina em peixes. Na avaliacdo hepatica, tilapias tratadas com 80 mg de
doxiciclina oito dias consecutivos tiveram aumento dos niveis séricos de AST, assim como
observado por Oyeniran et al. (2021) em que peixes tratados com diferentes antibioticos
tiveram maiores atividades de AST em compara¢do com o controle, sugerindo alteragdes de
citotoxicidade hepética. Bojarski et al. (2020) observaram um aumento de AST em peixes
expostos a oxitetraciclina, possivelmente como resultado de efeito citotoxico transitorio
durante o tratamento com esta tetraciclina. O aumento da degradacdo metabolica desse
farmaco nos hepatécitos pode resultar na producdo de radicais livres que favorecem o
aumento da peroxidacdo lipidica e consequentemente alteracdes na permeabilidade da
membrana plasmatica dos hepatdcitos, podendo provocar extravasamento desta enzima, bem
€omo, Nos casos Mais severos, pode causar citotoxicidade (Belo et al., 2012).

Os dados sobre a resposta hematoldgica e imunoldgica em peixes apds o tratamento com
antibidticos sdo complexos, pois os resultados obtidos por varios autores provavelmente
dependem da dosagem de antibioticos, de processos infecciosos e da sensibilidade de varias
espécies de peixes (Kondera et al., 2020).

Os leuctcitos desempenham um papel vital no sistema imunoldgico dos peixes,
compreendendo o elemento celular da imunidade inata e liberando substancias humorais,
como peptideos antimicrobianos catiénicos, componentes do sistema complemento, lectinas e
citocinas (Do Huu et al., 2016). De acordo com Poopal et al. (2017), a alteracdo no nivel de
leucdcitos pode ser uma indicacdo de ativacao da resposta imune. No presente estudo, ndo se
observaram alteragdes no nimero de leucdcitos circulantes durante o tratamento com esta
tetraciclina, sugerindo a baixa toxicidade do tratamento da doxiciclina. A diminuicdo do
namero de mondcitos e neutrofilos no quarto dia apds tratamento com 80 mg de doxiciclina
corrobora os achados de Maklakova et al., (2011) em truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
tratadas com cinco doses de 20 mg/kg de oxitetraciclina.

Na analise somatica de baco, figado e rim ndo foi observado nenhuma alteragédo

significativa nos animais dos diferentes tratamentos e grupo controle, estes resultados estéo de



30

acordo com Moraes (2017), em que ndo detectaram diferenca em relacdo ao peso do 6rgao
peso do animal em estudo da seguranca clinica da amoxicilina para o tratamento de
estreptococose em tilapias do Nilo e, resultado similar também foi observado por Dobsikova
et al. (2013) que avaliou a oxitetraciclina nos indices biométricos em carpa comum (Cyprinus
carpio L.). Esses nossos achados corroboram com os resultados dos estudos eritrocitarios,
leucocitarios e bioquimicos das tilapias, sugerindo que a droga ndo exerca um
comprometimento mais acentuado das funcGes hepaticas e renais decorrentes de processos
inflamatorios nestes tecidos.

Todos os peixes deste estudo, independente do tratamento recebido, ndo apresentaram
nenhuma alteracdo comportamental e/ou clinica como natacdo erréatica, letargia, aumento do
batimento opercular, lesdo de pele ou perda de apetite durante o tratamento por oito dias com
doxiciclina. Portanto, os resultados observados em seu conjunto demonstraram a seguranca
clinica do tratamento com doxiciclina administrada via oral nas doses 10, 20, 40 e 80 mg/ Kg
de p.v., apesar de terem desenvolvido alteracdes transitorias na funcionalidade hepética terem

sido observadas ap0s oito dias de tratamento com a dose de 80mg/kg de doxiciclina.
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CAPITULO 3 — Avaliacio da eficacia terapéutica da Doxiciclina em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) tratadas via oral
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Rodrigues!, Gabriel Conde!, Romario Alves Rodrigues?, Claudinei da Cruz®, Hélio José Montassier*
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Resumo - O presente estudo teve por objetivo avaliar a eficacia terapéutica da doxiciclina,
administrada via oral incorporada a racéo, para o tratamento de tilapias do Nilo (O. niloticus)
infectadas experimentalmente com S. agalactiae e A. hydrophila e também os efeitos desse
tratamento sobre as respostas imunes humorais desses animais contra essas bactérias. Para tal,
foram delineados dois ensaios experimentais e dois testes para estabelecimento da DLsg (S.
agalactiae e A. hydrophila). Ao todo foram utilizadas 320 tilapias, +100g cada,
acondicionadas em 32 tanques de 100L (n=10), sendo realizado a seguinte distribuicao: 60
tilapias foram submetidos a testes para estabelecimento da DLso, em que 30 tilapias (3
tanques, n=10) foram infectadas com diferentes concentragdes de A. hydrophila (1,24x107;
4,93x10° e 8,40x10° UFC/mL) e 30 tilapias para S. agalactiae (3,60x107; 1,80x10’ e 0,90x10°
UFC/mL). Para os ensaios experimentais foi realizado a seguinte distribuicdo: 130 tilapias
para desafio experimental com S. agalactiae e 130 tildpias para A. hydrophila, sendo
constituido os seguintes tratamentos: S. agalactiae - SO (controle, infeccdo e ndo tratado
com Doxiciclina); S1, S2 e S3 (infecgdo e tratados com 20, 40 e 80mg/kg de p.v. de
Doxiciclina, respectivamente) e PF (padrao fisiologico, valores de referéncias, sem tratamento
e sem infeccdo, n=10); A. hydrophila - AO0 (controle, infeccdo e ndo tratado com
Doxiciclina); Al, A2 e A3 (infeccdo e tratados com 20, 40 e 80mg/kg de p.v. de Doxiciclina,
respectivamente) e PF (padrdo fisiologico, valores de referéncias, sem tratamento e sem
infeccdo, n=10). Animais que sobreviveram ao estimulo infeccioso foram amostrados no 11°
dia de infec¢do e 4 dias ap6s o término do tratamento (15° dia) para avaliacdo de recuperacéo
clinica e microbiologica. Foi coletado sangue para hemograma, leucograma, burst e
mensuracao de anticorpos anti-S. agalactiae e anti-A. hydrophila. Amostras de baco, figado e
rim cranial para avaliacdo histopatologica, além de cérebro e rim cranial para estudo
microbioldgico de reisolamento dos patdgenos. Os estudos de eficacia terapéutica revelaram
efeito dose-resposta para o controle da infeccdo experimental aos estimulos de DL50 para S.
agalactiae e A. hydrophila, principalmente na dose de 80mg/kg, bem como na producdo de
anticorpos anti-S. agalactiae e anti-A. hydrophila, confirmando a hipotese de que a acdo
antimicrobiana da doxiciclina auxiliou os mecanismos de defesa das tilapias tratadas em
ambos os estudos quando comparadas aos animais do grupo controle, sugerindo o potencial
deste antimicrobiano para uso na tilapicultura, por apresentar eficacia terapéutica no controle
de patdgenos com significativa importancia sanitaria e econdmica e exercer efeitos positivos
sobre as respostas imunes humorais desses animais.

Palavras-chave: aeromonose, antimicrobiano, Elisa indireto, estreptococose, tetraciclinas.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sé@o os compostos mais utilizados em todo o mundo para o tratamento
de doengas em pisciculturas (Assane et al., 2019). S0 poucas as informac6es a respeito de
estudos farmacoldgicos em peixes, além disto, é complexo a comparagdo entre os dados dos
estudos, em consequéncia das diferencas nas condicGes experimentais, tais como, espécie de
peixe, temperatura da agua, salinidade, entre outros (Costa et al., 2022). Atualmente, existem
poucos medicamentos aprovados pela Food US Food e Drug Administration (FDA) para uso
em peixes (FDA, 2022). A otimizacdo da dose é uma grande preocupagdo na piscicultura e
demanda conhecimento de muitos parametros, incluindo farmacodinamica e farmacocinética
apropriada (Oliveira et al., 2021).

O cultivo intensivo de animais aquaticos para suprir a crescente demanda para consumo
humano torna inevitavel a ocorréncia de diversas doencas bacterianas na aquicultura. Dentre
as doencas bacterianas importantes, a ocorréncia de estreptococose e septicemia por
aeromonas tém sido apontadas como 0s maiores obstaculos para a inddstria sustentavel
da tilapia (Nafiqoh et al., 2022).

Desta forma, estudos farmacolégicos fornecem subsidios fundamentais para se tomar
decisOes terapéuticas que maximizem a eficacia, bem como a seguranca clinica do tratamento
e seguranca ao consumidor, minimizando inclusive o impacto ambiental da terapia. Tal
abordagem reduzira o custo, o risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana e 0 acimulo
de residuos de drogas nos tecidos animais e no meio ambiente (Rigos e Smith, 2015).

A principio, os antimicrobianos devem ser seguros para 0 hospedeiro e atingir a eficacia
considerada para tratar doencas infecciosas bacterianas. Além de serem usados na medicina
humana, sdo extremamente uteis na saude animal, incluindo a aquicultura, sendo classificados
como agentes terapéuticos, profilaticos e metafilaticos. Importante salientar que, em sistemas
de producdes de peixes, os antimicrobianos sdo frequentemente utilizados, por curtos periodos
de tempo, em niveis terapéuticos por via oral (Gastalho e Ramos, 2014).

O uso indiscriminado da antibiGticoterapia na aquicultura leva inevitavelmente ao
surgimento de resisténcia nas bactérias alvo e a reducgéo da eficacia deste método de controle
da doenca. Argumenta-se que uma melhor compreensédo da etiologia das doengas dos animais
aquaticos e o potencial dos antimicrobianos para controlar as perdas por doencgas, tornam-se

essenciais para alcancar um uso mais prudente destes compostos na terapéutica (Smith, 2012).
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A doxiciclina é um derivado semissintético da tetraciclina, antimicrobiano altamente
eficaz, barato e com um amplo espectro contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
aerobias e anaerdbicas, Rickettsias, Chlamydiae, Mycoplasmas e alguns protozoarios
(Soliman et al., 2015). Além disso, as propriedades farmacocinéticas da doxiciclina séo
superiores quando comparadas as tetraciclinas mais antigas, possui lipofilicidade relativa mais
alta, incluindo alta absorcdo oral, amplo volume de distribuicdo tecidual, meia-vida de
eliminacdo mais longa e menor afinidade pelo calcio (Sartini et al., 2021).

O estudo de eficacia da doxiciclina foi estabelecida em humanos (Cross et al., 2016) e
diversas espécies animais, tais como, cdes (Niwetpathomwat , 2006), gatos (Nochot et al.,
2019), equinos (Zozaya et al., 2013), camundongos (Rajendran et al., 2018), frangos de corte
(Soliman et al., 2015), gansos (Sartini et al., 2021), e poucas espécies de peixe, como bagre
amarelo (Pelteobagrus fulvidraco) e Carpa capim (Ctenopharyngodon idella), porém, poucos
sdo os conhecimentos sobre a doxiciclina em tilapia do Nilo.

Tendo em vista a necessidade de desenvolvimento de novos antimicrobianos para
pisciculturas e a importancia sécio econémica da Tilapicultura, este estudo teve por objetivo
estudar a eficacia da doxiciclina frente a duas principais bacterioses de peixes, Aeromonas
hydrophila e Streptococcus agalactiae, bem como os possiveis efeitos desse antimicrobiano

sobre as respostas imunes humorais contra essas bactérias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Peixes e acondicionamento

Para o estudo de eficacia terapéutica da Doxiciclina, foram utilizadas 320 tilapias do Nilo
(sendo 130 animais para cada ensaio experimental, mais 30 tilapias para cada bacteriose para
estabelecimento da DLso) pesando em média 100g, oriundas da mesma desova, provenientes
da fazenda Aquabel (Porto Ferreira, SP, Brasil). Os peixes foram distribuidos em 32 tanques
(100L de &gua cada, n=10) abastecido com agua corrente sem de cloro proveniente de pogo
artesiano com sistema de recirculagdo com vazéo de 1L/min, dos quais seis tanques foram
destinados ao estudo de determinacéo de DLso (trés tanques para cada microrganismo). Apds
serem transportados aos devidos tanques, os peixes foram aclimatados por 15 dias, tempo
necessario para que a concentracdo plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltassem aos

niveis basais. Nos primeiros trés dias de aclimatagdo, os animais foram submetidos a banho
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com solucdo de NaCl na concentracdo de 6,0g/L (Carneiro e Urbinati, 2001). Os animais
receberam racdo comercial extrusada com 36% de proteina bruta (Nutrapiscis® - Empresa
Presence), constituindo a dieta basal. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, as 8h e
as 17h, correspondendo a 2% da biomassa dos tanques. Os parametros de qualidade da agua
foram determinados duas vezes ao dia durante todo o periodo experimental utilizando
pHmetro YSI-63 e oximetro Y-55, e seus valores permaneceram dentro da faixa adequada
para o bem-estar de peixes tropicais (Boyd, 1990) (oxigénio dissolvido = 4,07 £ 0,89 mg L-1,;
temperatura = 27,64 * 2,05°C; pH = 7,64 £ 0,54; e condutividade = 208,29 + 97,57uS/cm).
Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da UNESP/FCAYV sob protocolo n® 5315/20.

2.2. Design experimental

Para o estudo de eficacia de Doxiciclina, foi utilizado ao todo 32 tanques (100L de agua
cada, n=10), destes 32 tanques, 26 foram destinados aos desafios bacterianos experimentais,
sendo que, 13 tanques foram utilizados para o estudo de A. hydrophila e 13 para S. agalactiae,
conforme a Tabela 2:

Tabela 2. Distribuicdo das tilapias para avaliacdo da eficacia terapéutica.

Eficacia terapéutica Repetigdes (totalizando 30
Grupos ~ : P . animais para cada grupo)
(Infeccdo experimental com A. hydrophila) R1 R> R3
AQ Controle (infectado e ndo tratado) N=10 N=10 N=10
Al Infectado e tratado com 20mg de Doxiciclina N=10 N=10 N=10
A2 Infectado e tratado com 40mg de Doxiciclina N=10 N=10 N=10
A3 Infectado e tratado com 80mg de Doxiciclina N=10 N=10 N=10
A4 Padrdo fisiologico (valor de referéncia) N=10
L Ay Repetigdes (totalizando 30
Eficacia terapéutica e
Grupos ~ . . animais para cada grupo)
(Infecgéo experimental com S. agalactiae)
R1 R2 R3
SO Controle (infectado e ndo tratado) N=10 N=10 N=10
S1 Infectado e tratado com 20mg de Doxiciclina N=10 N=10 N=10
S2 Infectado e tratado com 40mg de Doxiciclina N=10 N=10 N=10
S3 Infectado e tratado com 80mg de Doxiciclina N=10 N=10 N=10
S4 Padrao fisiologico (valor de referéncia) N=10
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Para todos os animais submetidos a administracdo de Doxiciclina (A1, A2, A3, S1, S2, S3)
iniciou-se este tratamento 1 dia antes da inoculacdo de cada um dos dois patdgenos
bacterianos. Foram coletados metade dos animais sobreviventes ao desafio infeccioso apos 11
dias dessas infeccdes experimentais. Em seguida, os animais restantes foram tratados apenas
com racao comercial (sem dleo e sem Doxiciclina) até o 15° dia, portanto sendo este periodo
denominado periodo de recuperacdo (4 dias). Foram coletadas amostras de sangue para
determinacdo do hemograma, leucograma, burst e dosagem de anticorpos circulantes no soro
sanguineo; 6rgdos como baco, figado e rim cranial para avaliacao histopatoldgica; cérebro e

rim caudal para isolamento da bacteria inoculada no animal.

Os 6 tanques restantes, foram destinados a determinacdo da DL50 de cada bacteriose, ou

seja, 3 tanques para A. hydrophila e 3 tanques para S. agalactiae, conforme Tabela 3:

Tabela 3. Distribuicdo das tilapias para determinacdo da DLso de cada bacteriose.

Grupos i Do_se letal (DLso) _ Numero de a}nimais avaliados
(Infeccdo experimental com A. hydrophila) por 15 dias para DLso
DLsol 1,24x10" UFC/mL N= 10
DLso2 4,93x10° UFC/mL N=10
DLs03 8,40x10° UFC/mL N= 10
Grupos Dos:e letal (DLso) _ Numero de a_mimais avaliados
(Infeccéo experimental com S. agalactiae) por 15 dias para DLso
DLsol 3,60x10" UFC/mL N= 10
DLso2 1,80x10” UFC/mL N=10
DLs03 0,90x10° UFC/mL N= 10

2.3. Dieta experimental

A racdo comercial extrusada, contendo 36% de proteina bruta, umidade de 12%, extrato
etéreo de 70 g/kg, matéria mineral de 140 g/kg, fibra bruta de 50 g/kg, célcio de 25 g/kg,
fosforo de 8 g/kg e vitamina C de 350 mg/kg. (Nutripiscis® - Empresa Presence) foi utilizada
para compor as dietas experimentais das tilapias submetidas aos protocolos experimentais. A
alimentacéo foi realizada duas vezes ao dia (8h e 17h), com administracdo de 2% da biomassa
dos tanques. A Doxiciclina utilizada foi da Sandoz do Brasil Industria Farmacéutica Ltda.,
tendo sido enviada para farmécia de manipulagdo “DermoFlora” em Jaboticabal/SP que

preparou capsulas de 20 mg cada uma.
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Para o preparo das dietas, diariamente a racéo foi pesada proporcionalmente ao peso médio
das tilapias de cada tanque. Em seguida, foram determinadas as doses de 20, 40 e 80mg de
doxiciclina/kg p.v., compondo as dietas de A1/S1, A2/S2 e A3/S3 respectivamente, as quais
foram previamente homogeneizadas em 2% de 6leo vegetal, para depois serem misturadas na
racdo. Para padronizag&o das dietas e balanco nutricional, foi adicionado 2% de 6leo vegetal a
dieta do grupo controle (AO e S0).

2.4. Anestesia dos peixes

As tildpias foram anestesiadas por imersdo em solugdo aquosa de benzocaina na propor¢do
de 1:10.000 para coleta de sangue e 1:500 no momento da eutanasia. A benzocaina foi diluida
em alcool 98° (0,1 g/mL), completando o volume para 1L (Wedemeyer, 1970). Inicialmente
foi realizado pré-anestesia, procedimento este que o nivel de agua dos tanques era reduzido
até um volume de 10L adicionando-se 0,1g de benzocaina ja diluida em alcool 98°. Logo
apos, cada peixe era transferido para um recipiente contendo 1L de agua com 0,1g de
benzocaina, ambos os procedimentos eram realizados com aeracdo para minimizar estresse
ocasionado pela manipulacdo. Logo que o opérculo parava de se movimentar, 0 peixe era
retirado e realizada a coleta de sangue. Por fim, o animal era transferido para outro recipiente

contendo 0,59 de benzocaina diluida em 1L de &gua para eutanasia.

2.5. Producdo dos in6culos de A. hydrophila e S. agalactiae
2.5.1. Aeromonas hydrophila

A cepa de A. hydrophila (GenBank accession number: MH305534.1) utilizada neste
trabalho foi mantida congelada em freezer -80°C e no momento do uso, uma aliquota foi
descongelada e o material colocado em 400mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco),
homogeneizado e mantidos em estufa por 24h a 28°C para o crescimento da bactéria. Apos
seu crescimento, foram preparadas as diluicdes seriadas da suspensao dessa bactéria em agua
peptonada (0,1%) e as diluicbes foram semeadas as diluicbes em placas de petri contendo
Tryptic Soy Agar (TSA), através do método por superficie, e mantidos em incubacdo por 24h
a 28°C. Na etapa seguinte, foi realizada a contagem das coldnias em placa e os resultados
foram expressos em UFC/ml da suspensdo bacteriana. Através de varios testes pilotos, a DLso

foi definida em 8,43x10°% UFC/mL™, com isso foi realizado o mesmo procedimento descrito



40

acima, para chegar na concentracdo estabelecida. Em seguida, a suspensdo bacteriana foi
centrifugada a 4.000 rpm por 20 minutos e a 4°C, em centrifuga clinica refrigerada,
desprezando-se 0 sobrenadante e a massa bacteriana sedimentada foi diluida ou concentrada
em PBS esterilizado, obtendo entdo a concentracdo desejada em termos de DLso, €
imediatamente foi realizada a inoculagéo nos animais. No estabelecimento da DLso (dose letal
que causa a mortalidade de 50% dos animais) utilizaram-se concentragfes de 103-10'° UFC

por peixe.
2.5.2. Streptococcus agalactiae

A cepa de S. agalactiae (GenBank access number: MH359095.1) utilizada neste trabalho
foi mantida congelada em freezer -80°C e no momento do uso, uma aliquota foi descongelada
e o material colocado em 200mL de caldo Brain Heart Infusion broth (BHI broth),
homogeneizado e mantidas em estufa por 48h a 35°C para o crescimento da bactéria. Apos
seu crescimento, foram preparadas as diluicdes seriadas da suspensao dessa bactéria em agua
peptonada (0,1%) e as diluicdes foram semeadas em placas de petri contendo Brain Heart
Infusion Agar (BHI agar), através do método por superficie, e mantidos em incubacdo por 48h
a 35°C. Na etapa seguinte, foi realizada a contagem de coldnias em placa e os resultados
foram expressos em UFC/ml da suspensdo bacteriana. Através de varios testes pilotos, a DLso
foi definido em 1,1x10® UFC/mL™, com isso foi realizado o mesmo procedimento descrito
acima, para chegar na concentracdo estabelecida. Em seguida, a suspensdo bacteriana foi
centrifugada a 4.000 rpm por 20 minutos e a 4°C, em centrifuga clinica refrigerada,
desprezando-se 0 sobrenadante e a massa bacteriana sedimentada foi diluida ou concentrada
em PBS esterilizado, obtendo entdo a concentragdo desejada em termos de DLso, e
imediatamente foi realizada a inoculagdo nos animais. No estabelecimento da DLso (dose letal
que causa a mortalidade de 50% dos animais) utilizaram-se concentracdes de 103-10'° UFC

por peixe.
2.6. Determinacgéo da concentracao bacteriana letal (DL50)
2.6.1. Aeromonas hydrophila

Para a determinacdo da concentracdo bacteriana letal para 50,0% dos peixes (DL50) e

consequente determinacédo do indculo de A. hydrophila, foram utilizados trés tanques, com 10
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peixes cada (n=30), com peso médio de 100g. Os peixes das caixas 1, 2 e 3 foram inoculados

com as concentragoes 1,24x107; 4,93x106 e 8,4Ox105 UFC/mL de A. hydrophila. Apés 15 dias
os resultados da mortalidade diéria foram submetidos a analise estatistica pelo programa
estatistico Spearman-Karber, (US EPA, Washington, DC, EUA), e a DLso determinada foi de
8,43x10° UFC mL™,

2.6.2. Streptococcus agalactiae

O mesmo procedimento foi realizado para a determinacgdo da concentragdo bacteriana letal

para 50,0% dos peixes (DLSO) e consequente determinacdo do in6culo de S. agalactiae. Para
isso foram utilizados trés tanques, com 10 peixes cada (n=30), com peso médio de 100g, em

que foram inoculados com as concentracGes 3,6x107; 1,8x107 e O,9x106 UFC/mL de S.
agalactiae. Apos 15 dias os resultados da mortalidade diaria foram submetidos a anélise
estatistica pelo programa estatistico Spearman-Karber, (US EPA, Washington, DC, EUA), e a
DLso determinada foi de 1,1x10° UFC mL™.

2.7. Infeccdo experimental

Apbs a determinacdo da DL, . foi realizada a inoculagdo nos grupos experimentais

correspondentes por via intraperitoneal. Os sedimentos bacterianos foram diluidos em PBS
estéril de modo a conter 8,43x10° para A. hydrophila e 1,1x10° para S. agalactiae. Com as
solucBes mantidas em gelo, aliquotas de 0,5 mL foram transferidas para seringas de 1 mL e
admistradas por via intraperitoneal nas tilapias, tendo sido realizadas a devida antissepsia com
alcool antes do procedimento e, logo em seguida, foi administrado o indculo na cavidade

intraperitoneal.
2.8. Concentracao Inibitéria Minima (CIM ou MIC)

A dose do antimicrobiano Doxiciclina a ser preconizada inicialmente foi de 20mg/kg
conforme descrito por Nakamura (1982). No entanto, foram realizados exames anteriores aos
ensaios para determinacdo do MIC (concentracdo inibitéria minima) nas cepas bacterianas a

serem avaliadas, assim preconizando a dose terapéutica correta para 0 estudo. As
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concentragfes de doxiciclina estabelecidas para a diluicdo seriada eram de 80mg a 0,001mg.
A determinacdo do TSA (Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos) foi realizada pelo
método de macrodiluicdo em tubos de acordo com a CLSI (2014). Esta técnica envolve a
preparacdo de diluicdes seriadas e logaritmicas de antimicrobianos em um meio de cultura
liquido (Mueller-Hinton), o qual permitird o crescimento bacteriano. Inicialmente, uma
bateria de tubos com as concentracbes do antimicrobiano em teste é preparada. Ela é
composta de tubos contendo as concentragdes do agente antimicrobiano e o meio de cultura,
em um volume final de 2 mL por tubo, incluindo um tubo para controle positivo (sem
antimicrobiano) e um tubo para controle negativo (sem bactéria).

Os tubos contendo antimicrobianos foram inoculados com uma suspensdo bacteriana
padronizada em torno de 5 x 10° UFC/mL. Apos o periodo de incubacio de 24h a 28°C para
A. hydrophila e 48h a 35°C para S. agalactiae, os tubos foram inspecionados visualmente
para evidenciar o crescimento bacteriano, expresso pela turbidez. Nesta técnica, um tubo
limpido demonstra que o crescimento bacteriano foi inibido, sendo que o primeiro tubo
limpido representa a concentragdo inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentracao de
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. A CIM € expressa em microgramas

por mililitro (ug/mL).

2.9. Teste de sensibilidade a doxiciclina (Disco de difusao)
2.9.1. Aeromonas hydrophila

O teste de sensibilidade ao antimicrobiano foi realizado com base as normas CLSI (2019),
em que primeiramente, um “swab” de algodao estéril foi mergulhado na suspenséo ajustada,
girando-o varias vezes e apertando firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel
do liquido, para que ajude a retirar o excesso de indculo do swab. Em seguida, o “swab” foi
passado sob a superficie estéril da placa de agar Mueller-Hinton, de forma que a distribuicéo
do inoculo seja uniforme por toda a placa. O disco antimicrobiano de 30ug Doxiciclina foi
colocado na superficie de uma placa de a4gar semeada. O disco foi pressionado de encontro a
placa, de maneira a assegurar contato completo com a superficie de &gar. As placas foram
colocadas de forma invertida em uma estufa, a 28° C por 24 horas apos a aplicagdo dos
discos. Apos periodo de incubagdo, foi realizado a analise do didmetro do halo de inibicéo

total (area sem crescimento) a olho nu. Com o auxilio de um paquimetro, o halo foi medido
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em milimetros, encostando na parte de tras da placa de petri invertida. O tamanho do halo de

inibicéo foi classificado como organismo sensivel, indeterminado ou resistente a doxiciclina.

2.9.2. Streptococcus agalactiae

O teste de sensibilidade a doxiciclina foi realizado com base as normas CLSI (2019), em
que com auxilio de um “swab” estéril, a suspensdo ajustada foi passada sob a superficie esteéril
da placa de agar Mueller-Hinton, de forma que a distribuigdo do inoculo seja uniforme por
toda a placa. O disco antimicrobiano de 30ug Doxiciclina foi colocado na superficie de uma
placa de agar semeada. O disco foi pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar
contato completo com a superficie de agar. As placas foram colocadas de forma invertida em
uma estufa, a 35° C, por 48 horas apés a aplicacdo dos discos. Apos periodo de incubacéo, foi
realizado a anélise do didmetro do halo de inibicdo total (4rea sem crescimento) a olho nu.
Com o auxilio de um paquimetro, o halo foi medido em milimetros, encostando na parte de
trds da placa de petri invertida. O tamanho do halo de inibicdo foi classificado como

organismo sensivel, indeterminado ou resistente a doxiciclina.

2.10. Avaliacgao clinica e comportamental

Diariamente, foi desligado o sistema de aeracéo e 0s animais eram examinados nos tanques
quanto ao eventual aparecimento de alteragdes comportamentais, sinais clinicos e mortalidade
gue pudessem resultar do tratamento com a doxiciclina ou do desafio bacteriano. Assim
sendo, excitabilidade, letargia, frequéncia respiratoria alterada (batimento opercular),
desorientacdo, hemorragias cutaneas, corrosdao de nadadeira, ulceragdes oculares, exoftalmia,
distensdo abdominal, alteracdo na pigmentacdo dos tecidos, entre outros, eram avaliados e

planilhados.
2.11. Avaliagdo hematologica

Peixes sobreviventes aos desafios bacterianos, apos serem anestesiados, foram submetidos
a coleta de 2 mL de sangue pelo vaso caudal de cada animal no 11° (ultimo dia de tratamento)
e no 15° dia pos-infeccdo. O sangue foi aliquotado em dois conjuntos: uma seringa revestida
de heparina (5000 Ul) e outra sem heparina, para obtencéo de plasma e soro, respectivamente.

Durante a troca de seringas (com e sem heparina), ndo era retirada a agulha do vaso sanguineo
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puncionado, para que ndo se tenha perda de sangue. O hemograma foi realizado por contagem
em hemocitdmetro (camara de Neubauer) e usando-se a solucdo de Natt e Herrick (1952) na
propor¢do 1:100 v:v). O hematdcrito foi determinado pela técnica de centrifugacdo do
microhematdcrito. Ja, para determinar os niveis de hemoglobina circulante, utilizando-se
reagente da LabTest para leitura em comprimento de onda de 540nm e os valores de volume
corpuscular médio (VCM) foram obtidos pelo calculo VCM = (HT/HE)*100 e concentracdo
hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo célculo CHCM = (HG/HT)*100. Ainda, as
contagens diferenciais de leucocitos foram realizadas em extensfes sanguineas com a
contagem de 200 células, estabelecendo o percentual de cada tipo celular de interesse, apos
coloragdo prévia das extensdes com May-Griinwald Giensa Wrigth (Belo et al., 2013).

2.12. Avaliacao histopatoldgica dos 6rgaos

No 11° e 15° dias ap6s a inoculacdo das bactérias e depois de ter sido feito a coleta de
sangue (item 2.11), as tilapias foram submetidas a eutanasia por imersdo em solu¢do aquosa
de benzocaina (1:500) até o aprofundamento do plano anestésico e perda completa dos
movimentos operculares. Em seguida, esses peixes foram dissecadas assepticamente proximo
ao bico de Bunsen, por um corte longitudinal ventral, do anus ao opérculo; outro do anus até a
cabeca seguindo a linha lateral e um terceiro passando pela nadadeira peitoral. Esta
dissecacdo permitiu ampla visdo de todos os 6rgdos. Para os exames histopatologicos foram
coletadas amostras e avaliados figado, baco e rim cranial. Imediatamente apds coletar um
fragmento de cada 6rgdo, estes foram fixados em formol a 10% e ap6s 24 horas 0s mesmos
foram transferidos para o alcool 70%, sendo entdo direcionados para o preparo das pecas no
laboratério de patologia veterinaria, no qual foram emblocados em parafina e cortes em
espessura de aproximadamente 5um para serem corados em hematoxilina e eosina. A leitura

foi realizada em microscépio dptico para determinacao de possiveis alteracdes patologicas.

2.13. Reisolamento dos patdgenos

Amostras de cérebro e rim caudal dos peixes foram coletadas de forma asséptica préximo
ao bico de Bunsen (conforme item 2.12), lavadas com 4&agua destilada estéril e

homogeneizados em agua peptonada a 0,1%.
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Na etapa seguinte, ImL da amostra foi adicionada em meio Tryptic Soy Broth (TSB)
(Difco), homogeneizado e esta mistura foi incubada por 24 horas a 28°C para animais
desafiados com A. hydrophila e em caldo Brain Heart Infusion broth (BHI broth), por 48
horas a 35°C para animais desafiados com S. agalactiae. Apds os respectivos periodos de
crescimentos, foram semeados em &gar TSA e BHI respectivamente, tendo sido mantidos em
incubacdo, nas condicdes referidas acima para cada uma dessas bactérias, para posteriormente

ser realizada a contagem de col6nias.

2.14. Determinacdo da concentracdo de anticorpos por método de Elisa indireto

Para quantificar/detectar os anticorpos de tilapia especificos para A. hydrophila,
primeiramente %2 placa foi sensibilizada (Coatting) com a suspensdo antigénica de A.
hydrophila, ja para anticorpos de tilapia especificos para S. agalactiae 2 placa foi
sensibilizada (Coatting) com a suspensdo antigénica de S. agalactiae. Ambas suspensdes
antigénicas bacterianas foram diluidas em tampdo carbonato de sodio (pH 9,6), em uma
diluicdo de 1/1000, adicionando-se 100uL/cavidade e incubando-se a microplaca over night a
4°C. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens da placa inteira com 0,05% Tween 20 em PBS
pH 7,2 — 7,4 (300 pL/cavidade). Para o bloqueio as superficie das cavidades da microplaca,
adicionou-se 1% BSA — 5% Sacarose diluidos em PBS (200 pL/cavidade), incubando-se por
1h a 37°C. Ap0s esse periodo, foram realizadas 4 lavagens com PBS pH 7,2 — 7,4 acrescido
de 0,05% Tween 20 (300 pL/cavidade) para posteriormente serem adicionadas as amostras de
soro sanguineo dos peixes experimentalmente infectados ou dos grupos controle. Para isso, as
amostras séricas foram diluidas em PBS/Tween 20 a 0,05% e 1% de BSA em (1/10), 100
pL/cavidade por 2h em 37°C. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens das microplacas como
foi anteriormente descrito. O anticorpo primario constituido de IgG produzida em Coelhos
anti-lgM Tilépia (Clissa et al., 2021), foi diluido em 1% BSA em PBS/Tween 0,05% (1/1000)
e adicionado 100 pL/cavidade e mantido por 1h em 37°C. Apo0s esse periodo, foi realizado 4
lavagens da placa em 0,05% Tween 20 em PBS pH 7,2 — 7,4 (300 pL/pogo). O anticorpo
secundario (anticorpo conjugado - Anti-Rabbit IgG com a Peroxidase (Sigma)) foi preparado
na sua diluigdo recomendada (1/2000) em PBS/Tween 20 a 0,05% e 1% de BSA e adicionado
nas cavidades da microplaca em um volume de 100 pL/cavidade incubanado-o por 1h em

37°C. Em seguida, foi realizado 4 lavagens da placa em 0,05% Tween 20 em PBS pH 7,2 —
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7,4 (300 pL/poco). Em seguida foi adicionado o substrato (100 puL/poco) de TMB e mantido
por 25 minutos no escuro. Para a revelacdo, apds esse periodo, foi adicionado 50 pL/pogo
H2S04 30% e em seguida realizado a leitura em D.O. 450nm.

2.15. Andlise estatistica

O desenho experimental para avaliacdo da eficacia terapéutica foi inteiramente
randomizado em esquema fatorial 5 x 2 (cinco tratamentos: 20, 40, 80, controle e padréo
fisiolégico X dois periodos de avaliacdo: 12 e 16 dias ap6s desafio). As analises de variancia
para comparar os diferentes grupos experimentais foram realizadas utilizando o procedimento
GLM (General Linear Model) do programa SAS, versdo 9.3 (Statistical Analysis Software,
2012). Diferengas significativas (P<0.05) foram estimadas com base no teste de Tukey ao
nivel de confianca de 95%.

O modelo de Kaplan-Meier foi utilizado para calcular a probabilidade de sobrevivéncia
especifica em fungdo do tempo de Tilapias do Nilo tratadas ou ndo e submetidas a infeccao
experimental com S. agalactiae e A. hydrophila. As mortes foram atribuidas como 1 e os
sobreviventes como 0, sendo observado a cada 24 horas. As diferencas entre as curvas dos
tratamentos com doxiciclina (20, 40 e 80 mg) foram testadas quanto a significancia pelo teste
log-rank, com nivel de significancia de P<0.05. Os dados foram analisados utilizando
GraphPad Prism 6.

3. RESULTADOS

3.1. Aeromonas hydrophila

3.1.1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM ou MIC)

A determinacdo do teste de concentracdo minima inibitoria da doxiciclina para A.
hydrophila revelou 5 pg/mL como a quantidade minima desta tetraciclina para inibir o

crescimento deste microrganismo.

3.1.2. Teste antibiograma
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A interpretacdo do tamanho do halo formado para A. hydrophila em disco com 30ug de
Doxiciclina de acordo com CLSI: Resistente: <10; Indeterminado: 11-13 e Sensivel: >14.

Resultado obtido foi de 18mm, sendo classificado como sensivel a Doxiciclina.

3.1.3. Avaliacéo clinica e comportamental

Peixes doentes (ndo tratados com doxiciclina) e tratados com a menor dose (20mg),
exibiram sinais tipicos de aeromonose principalmente entre 48 e 96 horas ap6s a inoculacgéo,
incluindo exoftalmia, erosdo de nadadeiras, septicemia hemorragica, opacidade da cornea e
ascite. Nenhum sinal clinico foi observado nos animais tratados com 40 e 80mg de

doxiciclina.

3.1.4. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

Os peixes tratados com doxiciclina (20, 40 e 80 mg) submetidos ao desafio com A.
hydrophila apresentaram mortalidade significativamente menor (p<0.05) comparado ao grupo
controle (Figura 8). As tilapias do grupo controle apresentaram razdo de risco de mortalidade
de 2,95 (1,22; 6,91), 4,53 (1,83; 11,17) e 8,52 (3,11; 23,36) maior comparado aos tratamentos
20, 40 e 80 mg respectivamente. Ainda, as tilapias tratadas com 20 mg apresentaram
significativamente mais morte (p<0.05) e risco de morte 6,65 (1,51; 29,31) maior quando

comparadas as tilapias que receberam 80 mg de doxiciclina.
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Figura 8. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para Aeromonas hydrophila.
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A Tabela 4 apresenta o percentual relativo de sobrevivéncia (RPS) das tilapias infectadas
com A. hydrophila e tratadas com doxiciclina. Verificou-se efeito dose-resposta ao
tratamento com esta tetraciclina com RPS de 60, 73,3 e 93,3% dos tratamentos com 20, 40 e

80 mg/kg de p.v. quando comparado aos animais controles.

Tabela 4. Percentual relativo de sobrevivéncia das tilapias infectadas com A. hydrophila e
tratadas com diferentes doses de doxiciclina.

Percentual relativo de

NuUmero de animais sobrevivéncia

Tratamento Mortalidade (%)
mortos
(RPS)!

Controle 15 (30) 50

20 mg de 6 (30) 20 60
doxiciclina

40 mg de 4 (30) 133 733
doxiciclina

80 mg de 1(30) 3,33 93,3
doxiciclina

1 Porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS), calculada pela equacgdo: RPS = [1-(%
mortalidade do grupo tratado/% mortalidade do grupo controle)] x 100

3.1.5. Analise hematoldgica

Os animais do grupo controle tiveram aumento de hematdcrito e eritrocito quando
comparado aos animais tratados com doxiciclina e padrao fisiolégico (Figura 9). Na avaliagéo
do VCM e HCM animais submetidos ao tratamento com 80 e 40 mg apresentaram diminuicédo
em relacdo as tilapias tratadas com 20 mg, mantendo essa relacdo mesmo apo6s 4 dias de

recuperacao.
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Figura 9. Analise sanguinea de tilapias ap6s tratamento com Doxiciclina e desafiadas com A.
hydrophila. Médias (n=7) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de
Tukey (P<0.05). Letras maitsculas comparam os diferentes tratamentos dentro de
cada dia experimental, letras mindsculas comparam a evolucéo de cada tratamento
entre os diferentes dias experimentais.

Na avaliacdo leucocitéria, foi observado aumento de leucdcitos totais por influéncia de
linfocitose associado a trombocitose em todos os grupos 8 dias ap6s desafio quando
comparado ao padrao fisioldgico (Figura 10). Entretanto, no periodo de recuperacéo, todos 0s
grupos tiveram diminuicdo de seus valores referentes aos leucocitos. Nos animais tratados

com doxiciclina foi observado monocitopenia 11 dias apés desafio bacteriano quando
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comparado ao grupo controle. Foi observado também neutropenia em todos 0s grupos no
periodo de recuperacédo (15 dias) quando comparado ao padréo fisioldgico.
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Figura 10. Andlise leucocitaria de tilapias apds tratamento com Doxiciclina e desafiadas
com A. hydrophila. Médias (n=7) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste
de Tukey (P<0.05). Letras maitsculas comparam os diferentes tratamentos dentro
de cada dia experimental, letras minasculas comparam a evolugdo de cada
tratamento entre os diferentes dias experimentais.

3.1.6. Burst respiratério leucocitario

As andlises de producdo de reativos de oxigénio (ROS) apresentaram diminuicao
significativa (P<0.05) em todos os grupos tratados com doxiciclina quando comparados aos
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peixes do grupo controle, principalmente na dose de 80 mg, assemelhando-se aos valores
observados no padréo fisiologico (Figura 11).
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Figura 11. Valores médios observados na determinagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) para tilapias inoculadas Aeromonas hydrophila e tratadas com diferentes
doses de doxiciclina 15 dias ap6s a inoculagdo (periodo de recuperacdo). Médias
(n=7) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras
mailsculas comparam os diferentes tratamentos.

3.1.7. Mensuracdo de anticorpos por métodos Elisa indireto

Na avaliacdo da mensuracdo de anticorpos, foram observados niveis estatisticamente
superiores (P<0.05) nos animais tratados com a dose mais elevada de doxiciclina (80mg) apds
11 dias do desafio bacteriano, quando comparado aos demais grupos experimentais do
presente estudo. Ja& no periodo de recuperagdo (15 dias), essa resposta foi intensificada nos
animais tratados com 80mg de doxiciclina quando comparados aos animais do grupo controle

(padréo fisioldgico) (Figura 12).
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Figura 12. Valores medios de anticorpos contra A. hydrophila, mensurados como
densidades Opticas determinadas por ELISA indireto em tilapias desafiadas
com A. hydrophila e tratadas com doxiciclina. Médias (n=7) seguidas da
mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras mailsculas
comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras
mindsculas comparam a evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.

3.1.8. Alterac0es histopatolédgicas

O estudo histopatoldgico das tilapias inoculadas com A. hydrophila apresentou alteracGes
no figado com perda da arquitetura dos corddes hepéticos, presencas de nucleos picnéticos,
degeneracdo hidropica com necrose de hepatécitos e dilatacdo do sinusoide hepético (Figura
13A). Os cortes histologicos dos tecidos esplénicos demonstraram formacdes de centros de
melanomacrofagos, bem como a presenca de melanomacrofagos livres e dispersos (Figura
13B). Ainda, a analise histopatoldgica de tecidos renais revelou a presenca de tdbulos
necroticos, nucleos picnoticos, reducdo Iimen tubular, presencga de infiltrado inflamatorio e
retracdo glomerular (Figura 13C). As lesdes apresentadas nestes drgdos foram observadas em
maior frequéncia e com intensidade mais severas em animais controles, quando comparados

aos animais tratados com doxiciclina.



Figura 13. Fotomicrografias de cortes histologicos de tilapias com infec¢do por
Aeromonas hydrophila. 13A. Figado com perda da arquitetura dos
corddes hepaticos, presencas de nucleos picnoticos, degeneracao
hidropica com necrose de hepatocitos e dilatacdo sinusdide hepatica. 13B.
Baco com presenca de formacdo de centros de melanomacréfagos e
melanomacrofagos livres. 13C. Rim apresentando tabulos necroticos,
nucleos picnoticos, reducdo lamen tubular, infiltrado inflamatério,
retracdo glomerular. Coloracdo de H.E, aumento de 40x.
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3.2. Streptococcus agalactiae
3.2.1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM ou MIC)

A determinacdo do teste de concentracdo minima inibitéria da doxiciclina para S.
agalactiae revelou 2 pg/mL como a quantidade minima desta tetraciclina para inibir o

crescimento deste microrganismo.
3.2.2. Teste de sensibilidade a doxiciclina

A interpretacdo do tamanho do halo formado para S. agalactiae em disco com 30ug de
Doxiciclina de acordo com CLSI: Resistente: <18; Indeterminado: 19-22 e Sensivel: >23.

Resultado obtido foi de 23mm, sendo classificado como sensivel a Doxiciclina.
3.2.3. Avaliacéo clinica e comportamental

Peixes doentes (ndo tratados com doxiciclina) e tratados com a menor dose (20mg),
exibiram sinais tipicos de estreptococose apds 120 e 144 horas respectivamente, incluindo
letargia, natacdo errética, rigidez dorsal, exoftalmia e opacidade da cornea. Foram observados
também alguns sinais clinicos nos animais tratados com 40mg de doxiciclina como leve
exoftalmia, opacidade cérnea e erosdo nas nadadeiras, porém nenhum sinal clinico e

comportamental foi observado nos animais tratados com 80mg de doxiciclina.
3.2.4. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

As tilpias tratadas com 80 mg de doxiciclina e desafiadas com S. agalactiae apresentaram
mortalidade significativamente menor (P<0.05) comparado aos tratamentos 20, 40 mg e
controle (Figura 14). A razdo de risco de morte dos peixes ndo tratados (controle) é 4,60
(1,86; 11,37) maior comparado aos peixes que receberam 80 mg de doxiciclina. Ainda os
animais tratados com 20 mg e 40 mg apresentam 3,40 (1,27; 9,08) e 2,72 (0,95; 7,76) risco de

morte, respectivamente, em comparacgéo ao tratamento com 80 mg de doxiciclina.
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Figura 14. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para Streptococcus agalactiae.

A Tabela 5 apresenta o percentual relativo de sobrevivéncia (RPS) das tilapias infectadas
com S. agalactiae e tratadas com doxiciclina. Verificou-se efeito dose-resposta ao tratamento
com esta tetraciclina com RPS de 20, 33,3 e 73,3% dos tratamentos com 20, 40 e 80 mg/kg de

p.v. quando comparado aos animais controles.

Tabela 5. Percentual relativo de sobrevivéncia das tilapias infectadas com S. agalactiae e
tratadas com diferentes doses de doxiciclina.

Percentual relativo de

FetETE T NUmero de animais Mortalidade (%) sobrevivéncia
mortos
(RPS)?

Controle 15 (30) 50

20 mg (_je 12 (30) 40 2
doxiciclina

40mg e 10 (30) 333 233
doxiciclina

50 mg e 4.(30) 133 133
doxiciclina

! Porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS), calculada pela equagdo: RPS = [1-(%
mortalidade do grupo tratado/% mortalidade do grupo controle)] x 100
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3.2.5. Analise hematoldgica

Na avaliacdo hematoldgica de tilapias tratadas com doxiciclina ndo foi observado diferenca
significativa (P<0.05) nos valores circulantes de eritrocitos, VCM e HCM. Entretanto, 11 dias
apos estimulo bacteriano, os animais tratados com 80mg de doxiciclina tiveram aumento de

CHCM e hemoglobina em comparacgédo ao grupo controle (Figura 15).
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Figura 15. Analise sanguinea de tilapias ap0s tratamento com Doxiciclina e desafiadas com
S. agalactiae. Médias (n=7) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de
Tukey (P<0.05). Letras maiusculas comparam os diferentes tratamentos dentro de
cada dia experimental, letras minasculas comparam a evolucdo de cada
tratamento entre os diferentes dias experimentais.
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Os resultados observados no leucograma das tilapias tratadas com doxiciclina mostraram
que a dose mais alta do antimicrobiano (80mg) levou a uma leucocitose devido a neutrofilia,
linfocitose e trombocitose em comparacdo aos animais do grupo controle em 11 dias apos
estimulo bacteriano. Embora nédo foi observado diferenca estatistica significativa (P<0.05) na
contagem de mondcitos, pode-se observar que a contagem diferencial nos animais tratados

com doxiciclina foram superiores ao grupo controle (Figura 16).
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Figura 16. Andlise leucocitaria de tilapias apds tratamento com Doxiciclina e desafiadas
com S. agalactiae. Médias (n=7) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste
de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas comparam os diferentes tratamentos dentro
de cada dia experimental, letras minasculas comparam a evolugdo de cada
tratamento entre os diferentes dias experimentais.
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3.2.6. Burst respiratorio leucocitario

As analises de producdo de reativos de oxigénio (ROS) apresentou diminuicao nos tratados
com 80 e 40mg de doxiciclina, chegando proximo aos valores observado no padrao
fisioldgico, em relacdo aos tratados com a menor dose (20mg) e ao grupo controle (Figura
17).
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Figura 17. Valores médios observados na determinacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) para tilapias inoculadas Streptococcus agalactiae e tratadas com
diferentes doses de doxiciclina 15 dias apdés a inoculacdo (periodo de
recuperacdo). Médias (n=7) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de
Tukey (P<0.05). Letras mailsculas comparam os diferentes tratamentos.

3.2.7. Mensuracdo de anticorpos por métodos Elisa indireto

Na mensuracdo de anticorpos por método indireto de Elisa, demonstrou efeito dose-
resposta em relagcdo ao uso doxiciclina, sendo observado maiores concentragdes nos animais
tratados com 80mg em ambos os periodos experimentais (11 e 15 DPI), quando comparados
aos animais controles, além de peixes tratados com 20 mg (15 DPI) (Figura 18).
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Figura 18. Valores médios da densidade Otica determinada por ELISA indireto da
quantidade de anticorpos anti-Streptococcus agalactiae em tilapias inoculadas
com S. agalactiae e tratadas com doxiciclina. Médias (n=7) seguidas da mesma
letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maitsculas comparam 0s
diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras mindsculas
comparam a evolugédo de cada tratamento entre os diferentes dias experimentais.

3.2.8. Alterac0es histopatoldgicas

O estudo histopatolégico de tilapias inoculadas com A. hydrophila apresentou alteracdes
no figado com perda da arquitetura dos corddes hepéticos, presencas de nucleos picnéticos,
degeneracdo hidropica com necrose de hepatocitos e dilatagdo sinusoide hepatica (Figura
19A). Os cortes histologicos dos tecidos esplénicos demonstraram formacdes de centros de
melanomacrofagos, bem com a presenca de melanomacrdfagos livres e dispersos (Figura
19B). A analise histopatoldgica de tecidos renais revelou glomerulonefrite membranosa com
necrose tubular, isquemia glomerular, tabulos necréticos, reducdo Ildmen tubular,
espessamento hialino do mesangio e infiltrado inflamatério (Figura 19C). As lesGes
apresentadas nestes orgaos foram observadas em maior frequéncia e com graus mais severos

em animais controles quando comparados aos animais tratados com doxiciclina.



Figura 19. Fotomicrografias de cortes histologicos de tilapias com infecgdo por
Streptococcus agalactiae. 19A. Figado com perda da arquitetura dos
corddes hepéticos, presencas de nucleos picnoticos, degeneracdo
hidropica com necrose de hepatdcitos e dilatacdo sinuséide hepatica.
19B. Bago com presenca de formacéo de centros de melanomacrofagos
e melanomacrofagos livres. 19C. Rim apresentando glomerulonefrite
membranosa com necrose tubular, isquemia glomerular, tubulos
necroticos, reducao limen tubular, espessamento hialino do mesangio e
infiltrado inflamatorio. Coloracéo H.E, aumento de 40x.
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4. DISCUSSAO
4.1. Aeromonas hydrophila

O estudo de eficacia terapéutica da doxiciclina em tilapias revelou efeito dose-resposta no
controle antimicrobiano de Aeromonas hydrophila durante infeccdo experimental, resultando
em eficécia de 60, 73,3 e 93,3% para os tratamentos com 20, 40 e 80 mg de doxiciclina/Kg de
p.v. quando comparado aos peixes do grupo controle, corroborando os achados dos estudos de
sensibilidade antimicrobiana (antibiograma) realizado com discos contendo 30 pg de
doxiciclina e da concentracdo inibitéria minima de 5 pg/mL. Yang et al. (2014) avaliaram a
farmacocinética de 20mg de doxiciclina’lkg de p.v. em tildpia (Oreochromis aureus x
Oreochromis niloticus) apds administracdo oral, sendo observado o fenémeno de pico duplo:
0 primeiro de 1,99 + 0,43 ug/mL em 2,0 horas e o segundo de 2,27 + 0,38 pg/mL em 24,0
horas, sugerindo a hipdtese de que as doses maiores empregadas neste estudo, principalmente
de 80mg, tenham alcancado concentragOes superiores a 5 ug de doxiciclina/mL (observadas
no estudo in vitro), capazes de controlar efetivamente a cepa de Aeromonas hydrophila usada
neste ensaio experimental, justificando a significativa eficacia e o efeito dose-resposta.

As avaliacbes dos parametros hematoldgicos sdo importantes e usadas rotineiramente na
aquicultura, pois fornecem indicacdes do estado da saude dos peixes e auxiliam a descrever
anormalidades causadas por condicdes estressantes e patoldgicas (Costa et al. 2022). As
tilapias tratadas com doxiciclina e grupo controle apresentaram aumento na contagem de
eritrocitos e hematdcrito, como observado por Ambili et al. (2013) em carpa major indiana
(Labeo rohita) tratada com oxitetraciclina. A hemoconcentracdo pode estar relacionada a
alterac6es no equilibrio hidroeletrolitico, pois em condic¢des estressantes ocorre a liberacao de
cortisol endégeno e aumento de esterdides com funcgdes glico e mineralocorticoide, resultando
em desequilibrio eletrolitico e alteracfes no volume de agua presente no liquido extracelular
sanguineo (Belo et al., 2014).

A microcitose observada nos animais tratados com doxiciclina possivelmente ocorreu em
virtude aos efeitos deletérios do estresse, pois o cortisol possui amplo espectro de atividade
em peixes (Weendelar-Bonga, 1997), regulando o equilibrio hidromineral e o metabolismo
energético. Além disto, casos de microcitose podem ocorrer no curso de processos
inflamatdrios (Van Vranken, 2010). Alteragdes similares podem ser observadas associadas a

anemia em processos inflamatorios induzidos por inoculacéo de bactérias em tilapias do Nilo


https://link.springer.com/article/10.1007/s00244-012-9836-6#auth-T__R_-Ambili
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(Ranzani-Paiva et al., 2004; Alsaid et al., 2014). Estudo recente, evidenciou efeito colateral do
tratamento com 500 pg de zafirlucaste em peixes durante aerocistite aguda induzida por
Aeromonas hydrophila, caracterizado por microcitose (Aracati et al., 2021), corroborando
com os achados do presente estudo.

Os efeitos imunomoduladores dos farmacos antibacterianos sdo numerosos e variaveis
dependendo do farmaco utilizado (Saglam e Yonar, 2009). A leucocitose nos animais tratados
com doxiciclina pode ser devido a estimulacdo da linfocitose nos tecidos linfomieloides e sua
posterior liberacdo (Oluah et al.,, 2020). Como um componente essencial do sistema
imunolégico em animais, o aumento significativo na contagem de leucdcitos neste estudo
pode ser considerado uma resposta imune adaptativa protetora a exposi¢do bacteriana, para
aumentar a producdo de anticorpos para garantir a sobrevivéncia dos peixes, evidenciando 0s
resultados obtidos na mensuracédo de anticorpos por técnicas de Elisa, ficando claro o aumento
de imunoglobulinas IgM em til&pias submetidas ao tratamento com 80 mg de doxiciclina,
possivelmente pelo efeito imunomodulador do farmaco. Os anticorpos IgM constituem o
principal componente dos anticorpos naturais e também sdo a primeira classe de anticorpos
produzidos durante uma resposta primaria de anticorpos, justificando esse aumento observado
no presente estudo (Magnadéttir, 2006). Tal achado também foi observado por Hang et al.
(2014), que avaliou o tratamento com Levamisol e Doxiciclina em bagres listrados (P.
hypophthalmus) desafiados com E. ictaluri, mostrando um aumento de imunoglobulinas totais
nos peixes tratados, sugerindo serem bons candidatos para aumentar a resposta imune e
protecdo contra E. ictaluri.

As analises de producdo de reativos de oxigénio (ROS) apresentou aumento significativo
em animais controles. O incremento de ROS pode estar associado ao aumento da atividade
respiratoria de leucdcitos, denominada de Burst oxidativo. Farias et al. (2016), demonstrou
correlacdo positiva associada ao aumento de neutréfilos e mondcitos ao aumento da producéo
de ROS em pacus durante reacdo inflamatdria por processo infeccioso. Os achados da
avaliagdo do “burst” respiratério de leucocitos das tildpias demonstram o efeito

antimicrobiano da doxiciclina.

4.2. Streptococcus agalactiae

O estudo de eficacia terapéutica da doxiciclina em tilapias revelou efeito dose-resposta no
controle antimicrobiano de Streptococcus agalactiae durante infeccdo experimental,
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resultando em eficacia de 20, 33,3 e 73,3% para os tratamentos com 20, 40 e 80 mg de
doxiciclina/Kg de p.v. quando comparado aos peixes controles, corroborando os achados dos
estudos de sensibilidade antimicrobiana (antibiograma) realizado com discos contendo 30 g
de doxiciclina e da concentracdo inibitoria minima de 2 pg/mL. Na comparacdo da eficacia
deste antimicrobiano contra Aeromanas hydrophila tinha se verificado um halo de
sensibilidade no antibiograma maior, fato que resultou em maior eficicia do tratamento
qguando comparado ao tratamento da infeccdo por Streptococcus agalactiae, apesar deste cocos
apresentar a necessidade concentracbes menores para inibir seu crescimento in vitro. Tal fato
pode ser explicado pela fisiopatologia de ambas as bacterioses, pois na estreptococose
verificou-se um curso mais agudo da doenga com mortalidades mais precoces, quando
comparada a aeromonose, justificando a diferenca da eficacia da doxiciclina. Xu et al. (2019)
verificaram que 0 aumento da temperatura da dgua diminuiu a meia-vida dos tecidos, mas
aumentou o pico plasmastico de doxiciclina em carpa capim (Ctenopharyngodon idella) ap6s
administracdo oral. Enquanto, a farmacocinética da dose de 20mg de doxiciclina’/kg de p.v.
em tilapia (Oreochromis aureus x Oreochromis niloticus) ap6s administracao oral, apresentou
dois picos plasmaticos: o primeiro de 1,99 + 0,43 pg/mL em 2,0 horas e o segundo de 2,27 £
0,38 ug/mL em 24,0 horas (Yang et al., 2014), sugerindo a hip6tese de que as doses maiores
empregadas neste estudo, principalmente de 80mg, tenham alcancado concentracOes
superiores a 2 g de doxiciclina/mL (observadas no estudo in vitro), capazes de controlar
efetivamente a cepa de Streptococcus agalactiae usada neste ensaio experimental, justificando
a sua eficécia e o efeito dose-resposta.

As variaveis hematoldgicas sdo Uteis no diagndéstico clinico e sdo frequentemente
utilizadas para detectar alteracdes fisioldgicas apés diferentes condicfes de estresse. Assim, a
hematologia pode ser um indice essencial para o estado geral de salde em varias espécies de
peixes (Wedemeyer e Yasutake, 1977).

Rijkers et al. (1981) afirmaram que a administrag@o oral de antibacterianos pode diminuir
significativamente as hemacias, resultando em anemia. Por outro lado, no presente estudo, 0
tratamento com doxiciclina para a tilapia do Nilo ndo interferiu nas contagens de eritrécitos,
assim como observado por Sampaio et al. (2016), que estudou a sulfametazina em tilapias.

A reducéo nos teores de hemoglobina nos animais do grupo controle possivelmente indica
que as bactérias estdo usando o ferro presente na hemoglobina dos eritrocitos. As bactérias

causam hemdlise eritrocitaria, que libera mais hemoglobina e grupos heme para a corrente
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sanguinea (Carraschi et al., 2017). Essa capacidade esta relacionada a um fator de viruléncia
bacteriana e envolve sider6foros, que sdo cofatores de transporte de ferro secretados por
bactérias (Massad et al., 1991). Uma baixa concentracéo de ferro é a principal mudanca que
ocorre quando as bactérias invadem um hospedeiro e produzem fatores de viruléncia (Sousa et
al., 2021).

A utilizacdo de imunoestimulantes na aquicultura para controle de doencas em peixes €
fundamental, pois facilita, por exemplo, a funcdo das células fagocitarias e aumenta suas
atividades bactericidas (Dobsikova et al., 2013). A doxiciclina é amplamente relatada por
possuir atividade imunomoduladora atraves da inibicdo de vérias vias inflamatorias,
reforcando ao observado por Patel et al. (2020), que avaliou o efeito imunoestimulador da
doxiciclina durante a inflamac&o sistémica e pulmonar causada por sepse em roedores.

As tilapias tratadas com doxiciclina apresentaram leucocitose, em especial, a dose de 80
mg, influenciada por neutrofilia, linfocitose e trombocitose, tal como, observado por
Carraschi et al. (2017), que avaliaram a resposta hematoldgica em Piaractus mesopotamicus
apos tratamento com enrofloxacina e toltrazuril ou com florfenicol e tiametoxam. Os
leucdcitos estdo envolvidos na regulacdo da funcdo imunoldgica e na resposta protetora ao
estresse em peixes, em que a diminui¢do na contagem de leucécitos pode ser detectada, por
exemplo, pela alteracdo da linfopoiese ou pela liberacdo alterada de linfocitos dos tecidos
linféides, enquanto um aumento pode resultar da resposta imune a bactérias (Carraschi et al.,
2017). Estes achando estdo relacionados com a mensuracdo de anticorpos por método de
ELISA, em que as tilapias tratadas com doxiciclina mostraram aumento de imunoglobulinas,
mas apenas o tratamento com 80 mg de doxiciclina induziu diferengas significativas com o
controle, ocorrendo possivelmente pelo efeito imunomodulador do farmaco. Esse aumento de
imunoglobulina também foi descrito por Hang et al. (2014) ao utilizar imunoestimulante em
bagres listrados (Pangasianodon hypophthalmus) contra a infeccdo bacteriana por
Edwardsiella ictaluri. Caipang et al. (2009) afirmaram que a resposta imune dos peixes aos
antimicrobianos dependem da droga, do procedimento adotado e da espécie do peixe.

As tetraciclinas sdo amplamente utilizadas nas pisciculturas e conhecidas por terem
atividades imunomoduladoras (Hang et al., 2014). Woo et al. (1999) observaram que
ampicilina, claritromicina e doxiciclina aumentam a resposta de anticorpos induzida por
Salmonella typhi atenuada viva (Ty21a), sugerindo efeito imunogénico do antimicrobiano,

consolidando com os achados do presente estudo.
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As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo consideradas subprodutos de processos
oxidativos celulares normais. Além disso, os niveis de ROS podem aumentar drasticamente
no estresse ambiental ou presenca de patdgenos (Kubatka et al., 2015). Isto justifica o
ocorrido no presente estudo, pois a producdo de ROS aumentou significativamente em
animais controles ap6s estimulo com Streptococcus agalactiae, quando comparado aos
animais tratados com doxiciclina, principalmente na dose mais alta (80 mg). Charlie-Silva et
al., (2019) observou durante a reacdo inflamatoria por A. hydrophila aumento significativo na
producdo de espécies reativas de oxigénio em comparacdo ao grupo controle. Estudos
realizados por Sibi (2015), mostraram que extratos de Chlorella apresentam atividade
inibitéria de ROS, reduzindo significativamente a producdo do mesmo e consequentemente
amenizando os danos celulares durante a inflamacao.

Nosso estudo forneceu resultados convincentes da eficacia terapéutica da doxiciclina em
tilapias do Nilo frente a duas importantes bacterioses (S. agalactiae e A. hydrophila),
revelando efeito dose-resposta para o controle das infecgbes experimentais, bem como na
producdo de anticorpos anti-S. agalactiae e anti-A. hydrophila, confirmando a hipétese de que
a acdo antimicrobiana da doxiciclina, principalmente na dose de 80mg/kg, auxiliou os
mecanismos de defesa das tilapias, exercendo efeitos positivos sobre as respostas imunes

humorais desses animais.
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Resumo - O presente estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade aguda da Doxiciclina para
organismos de diferentes niveis tréficos das cadeias bioldgicas aquéticas. Para tal, foram
delineados seis ensaios ecotoxicologicos e determinacdo de CLso em peixes
(Hyphessonobrycon eques), plantas aquaticas (Lemna minor, Azolla carolinia e Wolffia
brasiliensis), crustdceos (Macrobrachium acanthurus) e moluscos (Pomacea canaliculata).
Os resultados do estudo ecotoxicoldgico da Doxiciclina para diferentes organismos aquaticos
mostraram que o antimicrobiano foi classificado como moderadamente toxico para o
organismo teste W. brasiliensis e praticamente ndo toxico para 0s demais organismos testes,
demostrando que a doxiciclina em tilapias em seu conjunto possui potencial para uso na
tilapicultura, apresentando boa margem de seguranca ambiental.

Palavras-chave: crustaceos, moluscos, peixes, plantas aquéticas, seguranca ambiental,
tetraciclinas.
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1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos na aquicultura acelerou significativamente o
desenvolvimento de resisténcia a antibidticos e o acimulo de residuos de antimicrobianos no
ambiente aquatico, se tornando necessario o desenvolvimento de tratamentos ecologicamente
corretos e eficazes de doencas bacterianas em peixes cultivados (Assane et al., 2021).

O termo ecotoxicologia foi introduzido por Truhalt (1969), devido a preocupacao sobre o
efeito de compostos quimicos ambientais sobre as espécies. Os primeiros testes de toxicidade
com organismos aquaticos foram na deécada de 1930 (Silva et al, 2015), o estudo da
ecotoxicologia aquatica foi criado para ajudar nos problemas de contaminacdo dos corpos
d’4gua por compostos toxicos (Magalhdes & Filho, 2008).

Nos ultimos anos vem sendo utilizados no Brasil, testes ecotoxicol6gicos para o
monitoramento e avaliacdo da 4gua (Magalhdes & Filho, 2008). A ecotoxicologia estuda 0s
efeitos de agentes quimicos (Silva et al, 2015) e fisicos sobre os organismos Vivos,
populacdes e comunidades em seu ecossistema (Zagatto, 2008). Sendo importante para
auxiliar nas analises de impactos ambientais causados por esses agentes, avaliando assim sua
toxicidade em relagdo ao organismo teste utilizado (Silva et al, 2015).

A ecotoxicologia terrestre possui um papel menor na avaliagdo de ‘“‘efeitos colaterais”
farmacéuticos comparado com a toxicologia aquatica, isso se deve ao fato de que os
medicamentos humanos geralmente ndo atingem o ambiente terrestre, ja nos medicamentos
veterinarios a situacdo € diferente, pois sdo depositados principalmente no ambiente terrestre
(Schmitt & Rombke, 2008). Medicamentos veterinarios como antibidticos ou anti-helminticos
sdo aplicados regularmente aos animais de producdo, os residuos podem alcancar,
diretamente, os solos das pastagens através das fezes do gado, e, indiretamente, atingem solos
agricolas por meio do esterco coletado em estabulos (Schmitt & Rémbke, 2008). O esterco é
muito utilizado como fertilizante nas producdes agricolas, implicando na liberacdo de
residuos de drogas e seus metabdlitos no meio ambiente, sendo um fator preocupante pelos
possiveis efeitos ambientais que causam (Fernandez et al., 2004).

A doxiciclina é um isémero estrutural da tetraciclina com atividade antimicrobiana de
amplo espectro, muito utilizada para tratar doencas infecciosas em animais de producao
(Fernandez et al., 2004). Em relac&o a toxicocinética disponivel, apresenta baixo potencial de
metabolismo, e apds administracdo intravenosa ou oral, o farmaco praticamente ndo se altera

(90-95%), sendo excretado pela urina e fezes. Portanto, os excrementos do gado terdo quase
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toda a dose administrada, e consequentemente serdo liberados ao ambiente (Fernandez et al.,
2004).

Devido a drenagem e escoamento gerados nas praticas agricolas, ocorre a exposicao direta
aos organismos terrestres e indireta de organismos aquaticos. De acordo com Schmitt &
Rdmbke (2008), os medicamentos veterinarios muitas vezes agem de forma biocida, ou seja,
ativamente impactam organismos-alvo como bactérias ou invertebrados. De acordo com o
estudo de Fernandez et al., (2004), ndo foram observados efeitos de tratamentos com
doxiciclina em plantas e minhocas, além disso a toxicidade aguda em espécies aquaticas
padrBes é baixa. Porém, as informacges disponiveis sobre a toxicidade da doxiciclina ainda é
restrito e os testes padrdo sdo realizados em condicdes irreais (Fernandez et al., 2004). Neste
sentido, é extremamente importante o estudo ecotoxicoldgico da doxiciclina em peixes, pois

desta forma, € possivel estabelecer os possiveis riscos impactados ao meio ambiente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ensaios de toxicidade aguda para as plantas Lemna minor, Azolla caroliniana e

Wolffia brasiliensis

Para determinacdo da toxicidade aguda da doxiciclina para as macrofitas Lemna minor,
Azolla caroliniana e Wolffia brasiliensis, as plantas foram aclimatadas em sala de bioensaio
com temperatura de 23,0 a 27,0 °C e iluminacdo constante de 1000 lux. As variaveis de
qualidade de 4gua serdo pH de 8,0, condutividade elétrica de 200,0 pS cm™ e oxigénio
dissolvido entre 7,0 e 8,0 mg/L™?, por trés dias. Apds aclimatacio (3 dias), as plantas foram
desinfestadas com solucdo aquosa de hipoclorito de sodio 2,0% e agua destilada. Em seguida,
foram selecionadas quatro col6nias de L. minor com trés frondes (Figura 20A), 5 plantas de A.
caroliniana (Figura 20B) e foram transferidas para recipiente de vidro com capacidade
méaxima de 100 mL contendo 50 mL de meio de cultivo Hoagland’s (macro e micro/nutriente)
e aclimatadas por 24 horas. Para W. brasiliensis devido ao tamanho diminuto da planta foi
amostrado uma superficie correspondente a uma area de 19 milimetros, com o auxilio de um
ducto de plastico com pressdo negativa realizada por uma seringa e um embolo (Pereira et al.,
2019) (Figura 20C).
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Figura 20. Bioindicadores utilizados nos ensaios de ecotoxicologia. 20A. Planta aquéatica
Lemna minor. 20B. Planta aquética Azolla caroliniana. 20C. Planta aquatica
Wolffia brasiliensis.

Para o controle de sensibilidade, foram realizados periodicamente ensaios de toxicidade
aguda com 7 dias de duracdo com a substancia referéncia cloreto de sédio (NaCl - pré
analisis) com teor de pureza de 99,9% nas concentracdes de 0,009; 0,8; 1,4; 2,45;42e75¢
L para A. caroliniana e W. brasiliensis, 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 0,8 e 1,0 g L para L. minor. A
seguir, foram realizados ensaios preliminares com a doxiciclina nas concentrag¢ées 0,1; 1,07;
3,4; 11,6; 36,4 e 118,0 mg L, para determinacéo do intervalo de concentragio em que cause
de zero e 100% de mortalidade. e em seguida foi realizado os testes definitivos, com controle
e trés repeticdes para cada concentracdo. As avaliagcOes foram realizadas em 3, 5 e 7 DAA,
por contagem do nimero de frondes para L. minor com clorose, necrose e total das frondes

(OECD, 2002) e para as outras porcentagens de mortalidade.
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2.2. Ensaio de toxicidade aguda para Hyphessobrycon eques, Pomaceae canaliculata e

Macrobrachium acanthurus

Para a determinacdo da toxicidade aguda para Hyphessobrycon eques (Figura 21A),
Pomaceae canaliculata e Macrobrachium acanthurus os animais foram aclimatados em sala
de bioensaio com temperatura de 25,0 a 27,0 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz por dez dias,
em caixa de 250 L, com sistema de aeracdo continuo promovido por bombas de ar e
alimentados a vontade, uma vez ao dia, 0s peixes e camardo com racdo comercial com 28%
de proteina bruta (ABNT, 2016) e o caramujo com a planta aquética Hydrilla verticillata.

Para o controle de sensibilidade dos organismos teste foram realizados periodicamente
ensaios de toxicidade aguda com 48 horas de duracdo com a substéncia referéncia cloreto de
potassio (KCI - pré analisis) com teor de pureza de 99,9%, com as concentracdes de 0,10;
0,56; 1,00; 1,56 e 2,44 e 3,00 g L. A seguir, foram realizados ensaios preliminares nas
concentragdes 0,1; 1,07; 3,4; 11,6; 36,4 e 118,0 mg L, para determinacéo do intervalo de
concentragdo em que cause de zero e 100% de mortalidade. Em seguida foi realizado os
ensaios definitivos (3 L de agua de diluicdo), todos com um controle e trés réplicas, com trés
peixes por réplicas, cinco caramujos por replica (Figura 21B) e trés camardes por replica. A
avaliacdo da mortalidade foi em 24 e 48 horas apds a aplicacdo com a retirada dos organismos
mortos dos recipientes e foi mensurado também a temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido
(mg L) e condutividade elétrica da agua (US cm™).

Figura 21. Bioindicadores utilizados nos ensaios de ecotoxicologia. 21A. Peixe Mato Grosso
(Hyphessobrycon eques), 21B. Molusco Pomaceae canaliculata.

Para garantir o bem-estar animal dos organismos utilizados nos estudos de ecotoxicologia

realizados pelo Laboratorio de Ecotoxicologia e Eficacia dos Agrotoxicos, LEEA, pertencente
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ao Centro Universitario da Fundacdo Educacional de Barretos, os animais sobreviventes
(peixes, caramujos e camardo) apos a realizagdo dos ensaios de toxicidade foram transferidos
para quarentena final, em tanques de 200 litros com fluxo de agua continuo para a garantia da
qualidade de agua, onde serdo mantidos por trés meses com alimentacdo didria de racdo
comercial. Apos este periodo alguns lotes de animais serdo utilizados em estudos prévios ou
serdo eutanasiados com aplicacdo de excesso anestésico (1,5 g de benzocaina/10L de &gua),

para posterior descarte ou congelamento.

2.3. Avaliagéo do risco de intoxicagdo ambiental

O Risco de intoxicacdo ambiental é a combinacdo da exposicdo e da toxicidade do
xenobiotico e foi calculado utilizando a razdo entre a concentragdo ambiental estimada
(CAE), que é a concentragdo/dose do farmaco utilizada no campo no tratamento, e a
concentracdo letal CL50, obtida nos ensaios de toxicidade aguda. O valor do Q, também
denominado de quociente de risco (RQ), € um namero puro, pois as unidades dos parametros
se anulam a divisdo, sendo as classes de risco: RQ > 0,5 = Alto risco; 0,05 < RQ < 0,5 =
Médio risco e RQ< 0,05 = Baixo risco. A CL50 da doxiciclina foi considerada com base na
maior concentragdo que ndo causou mortalidade, ou seja, 100mg L*, para todos os
organismos a CAE foi de 10 mg.Kg™ concentracgdo utilizada nos ensaios de campo para tratar

tilapias infectadas com S. agalactiae e A. hydrophila.
3. RESULTADOS

A CL50 de 48 horas da doxiciclina para o organismo alvo Lemna minor, Azolla carolinia,
Hyphessonobrycon eques, Pomacea canaliculata e Macrobrachium acanthurus foram
classificados como praticamente ndo toxicos. Porém, antibiotico doxiciclina foi classificado
como moderadamente toxico para o organismo teste W. brasiliensis, como apresentado na
Tabela 6.
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Tabela 6. Testes ecotoxicoldgico realizados com Doxiciclina para diferentes organismos.

I ~ I Coeficiente
. Limite Concentragao Limite . e
Organismos . - . Equacao de Classificacao
inferior letal 50% superior ! S .
teste 1 a It linear determinacdo | de toxicidade
(mg L) (mg L) (mg L) (R?)
Lentilha d’agua i CL50;48h > i i i Praticamente
(Lemna minor) 118,0 ndo toxico
- y =
Wolffia 747 | CL507d=894 | 1071 | 9,2667x- | o091 | oderadament
brasiliensis e ndo toxico
10,267
Samambaia P y= .
d'dgua (Azolla | 17,39 CLZS(‘))JSd - 2024 | 6,7492x - 0,80 Praticamente
carolinia) ’ 23,257
(HM?]tgsg;gzsbor c i CL50;48h > i i i Praticamente
yp y 118,0 ndo toxico
on eques)
Caramujo CL50;48h Praticamente
(Pomacea - - - - X s s
. >118,0 nao toxico
canaliculata)
Camarao_ CL50;48h > Praticamente
(Macrobrachium - - - - X 2o
118,0 nao toxico
acanthurus)
4. DISCUSSAO

Os antimicrobianos ainda sdo amplamente utilizados na criagdo aquicultura para prevenir e
tratar doencas bacterianas, entretanto, os residuos nas aguas industriais e agricolas ndo sdo
completamente eliminados, levando ao desenvolvimento de bactérias resistentes e transmissao
de genes resistentes a medicamentos, podendo ameacar a salde humana e o ecossistema
ambiental (Zhou et al., 2022). O monitoramento de compostos ndo citotdxicos contra
patdgenos de peixes e 0 estudo de diferentes estratégias terapéuticas para seu tratamento estdo
sendo investigadas devido ao seu potencial para enfrentar esse desafio a longo prazo (Assane
et al.,, 2021). A falta de informacdo sobre a ecotoxicidade de produtos quimicos € um
problema claro, em se espera serem resolvidos pela implementacdo de medidas regulatérias
ou acordos voluntarios com a industria (Babin et al., 2005).

Antimicrobianos, incluindo tetraciclinas e varias sulfamidas, utilizados para o tratamento
de enfermidades em peixes, foram consideradas de baixa toxicidade para a espécie (Babin et
al., 2005). Moraes et al. (2022) avaliaram a ecotoxicidade aguda da Amoxicilina em tilapias
do Nilo, mostrando que o farmaco ndo apresentou efeito toxico para espécies Lemna minor,
Daphnia magna e Oreochromis niloticus, demonstrando a baixissima toxicidade aguda para

organismos aquaticos. Assim como Fernandez et al. (2004), que avaliou a ecotoxicologia da
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Doxiciclina em dejetos de suinos, observando que o farmaco possui baixa toxicidade para
organismos aquéticos e minhocas.

No presente A doxiciclina demonstrou ter baixa toxicidade para 0s organismos testados,
isso demonstra 0 a seguranca desse farmaco para o uso na aquicultura. Apesar de ser
observado alteracBes em alguns parametros, classificando o farmaco como moderadamente

toxico para o organismo teste W. brasiliensis.
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CAPITULO 5 - Consideragdes finais

O estudo imunofarmacoldgico da administracdo via oral de Doxiciclina para tilapias do
Nilo (O. niloticus), em seu conjunto, revelou o potencial deste antimicrobiano para uso na
tilapicultura, fornecendo resultados convincentes da eficacia terapéutica da doxiciclina frente
a duas importantes bacterioses (S. agalactiae e A. hydrophila), revelando efeito dose-resposta
para o controle das infeccdes experimentais, bem como na producdo de anticorpos anti-S.
agalactiae e anti-A. hydrophila, confirmando a hipdtese de que a acdo antimicrobiana da
doxiciclina auxiliou os mecanismos de defesa das tilapias tratadas em ambos os estudos,
principalmente na dose de 80mg/kg, além de mostrar boa margem de seguranca clinica e
ambiental.

Embora o mecanismo exato de aumento da resposta de anticorpos permaneca a ser
elucidado, as presentes observacdes devem levar a uma investigacdo mais aprofundada do
significado préatico de tais fenbmenos em termos de implicacOes e aplicacdes clinicas para a

tilapicultura.



