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RESUMO

Uma das espécies mais cultivadas no mundo ¢ a tilapia-do-nilo, devido a qualidade da sua carne
e rusticidade, que a tornaram de interesse para o desenvolvimento tecnoldgico de cultivo. Com
o aumento dos cultivos de peixes ocorre o aparecimento de enfermidades e mortalidade,
ocasionados muitas vezes por maus habitos no manejo, dietas de ma qualidade e aumento da
resisténcia bacteriana mediante a exposicdo a antibioticos. Consequentemente, a busca por
alternativas naturais para tratar e/ou prevenir doengas patogénicas na aquicultura e minimizar
danos causados por tratamentos quimicos tem aumentado ao longo dos anos. A macroalga
Kappaphycus alvarezii ¢ muito cultivada para a obten¢do de carragenana para as industrias
farmacéutica, alimenticia e cosmética. Por possuirem metabolitos secundarios com
caracteristicas antimicrobianas e antioxidantes, a substituicdo de tratamentos quimicos por estes
produtos naturais tem sido estudada. O objetivo deste estudo foi avaliar a suplementacdo na
dieta de tilapia-do-nilo com extrato hidroalcoolico de K. alvarezii sobre a resposta hemato-
imunoldgica, histologica e desempenho zootécnico apds 46 dias de alimentagdo, além de avaliar
a resposta do extrato em estudo in vitro contra Streptococcus agalactiae. Os extratos foram
aspergidos em ragdo comercial em diferentes concentragdes (Macroalgaie, Macroalgao s,
Macroalgao»s%, Macroalgao,i2s%) e fornecidos aos peixes, e comparados com peixes
alimentados com rac¢do sem extrato. Quanto maior a concentracdo do extrato de macroalga na
dieta, menor foi a porcentagem de crescimento especifico. Os resultados ndo mostraram
diferenca entre os peixes suplementados e ndo suplementados. Isto pode indicar que o uso do
solvente para extragdo nao foi a melhor escolha ou a forma de adi¢ao do extrato na racao poderia
ser dada por outra via. No estudo in vitro as concentracdes de macroalga mostraram resultados
positivos quando desafiadas contra a bactéria S. agalactiae.

Palavras-chave: Aquicultura, Macroalga, Metabolitos secundérios, Suplementagdo na dieta,
Hematologia e histologia.



ABSTRACT

One of the most raised aquaculture species in the world is the Oreochromis niloticus, because
of their quality of fillet and rusticity, which makes it interesting for technological rearing
development. With the worldwide increase of fish aquaculture, the sanitary challenges
regarding pathogenic diseases, fish handling, poor quality diets and bacterial resistance have
occurred. However, special interest on the search for natural alternatives for treating and
preventing pathogenic diseases in aquaculture to minimize damages caused by chemical
treatments have increased along the years. The macroalgae Kappaphycus alvarezii is widely
cultivated for the carrageenan for pharmaceutical, food and cosmetic industries. Because of the
secondary metabolites with antimicrobial and antioxidants characteristics, studies to replace
chemical treatments by their natural products have been researched. The aim of this study was
to evaluate the hydroalcoholic extract of K. alvarezii supplementations in the diet of Nile tilapia
and its hematological, immunological, histological and performance effects after 46 days of
feeding, besides to evaluate the response in vitro of the extract against Streptococcus
agalactiae. The extracts were sprinkled on the commercial feed in different concentrations
(Macroalgae;+, Macroalgaeo s, Macroalgaeo,25%, Macroalgaeo,125%) and offered to the fish, and
compared to fish fed with unsupplemented feed. The results did not show differences among
supplemented and unsupplemented fish. The higher concentration of macroalgae extract in the
diet indicated the lower the percentage of specific growth rate. The results did not show
differences between fish that received supplemented diet and unsupplemented diet. It can be
assumed that the solvent for extraction was not the better choice or the way to add the extract
could be offered by other way. The extract concentrations of the in vitro test had positive results
when was challenged against S. agalactiae.

Keywords: Aquaculture, Macroalgae, Secondary metabolites, Dietary supplementation,
Hematology and histology.
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1INTRODUCAO

1.1 TILAPICULTURA

Pertencente a Familia Cichlidae, a tilapia Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) ¢
originaria do continente Africano e tem sido cultivada desde o Egito antigo (AMAL; ZAMRI-
SAAD, 2011). O aumento da producdo dessa espécie estd fortemente relacionado a demanda
por parte de um mercado consumidor que valoriza a auséncia de espinhas, a facilidade no
processo de filetagem, além da qualidade e do sabor da carne (BOSCOLO et al., 2004). Outros
fatores importantes s3o: a tilapicultura desenvolvida geralmente sob condigdes de poucos
recursos tecnologicos, existe uma ampla gama de insumos alimenticios (ragdo) disponiveis no
mercado e a rusticidade da espécie, resultado da fisiologia do animal, que possibilita aos
individuos tolerarem diferentes niveis de qualidade da dgua. Além disso, reproduzem-se com
facilidade e ja possuem um pacote tecnoldgico completo para sua criagcdo, desenvolvido
mundialmente (MEURER et al., 2002; MEURER et al., 2008; NANDLAL; PICKERING,
2004).

Em 2018, a tilapia apareceu como a terceira espécie de peixe mais cultivada no mundo,
e sua producao total alcancou a marca de 4,5 mil toneladas, segundo a Organizacao das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAQO, 2020). Dados da PeixeBR (2020) mostram que,
no ano de 2019, o Brasil produziu um total de 432,2 mil toneladas de tilapia (6,8 % da producao
mundial), posicionando a espécie como a mais produzida em territério nacional. Nesse
contexto, a regido Sul do pais € a que mais se destaca, com um volume de 184,7 mil toneladas
(42 mil toneladas a mais que o ano anterior), representando 42,7% da producao brasileira. O
estado de Santa Catarina, nesse interim, € o terceiro que mais produz a espécie no pais,
posicionando-se atras apenas do Parana e de Sdo Paulo, e ¢ o segundo maior produtor da regiao
Sul (PEIXE BR, 2020).

Este aumento nos nimeros de producdo mostra a expansdo da tilapicultura nos
contextos mundial e brasileiro. No Brasil, a propdsito de auferir maiores lucros para a atividade,
ocorre um aumento na densidade de estocagem, chegando a 150 kg m™ (BARROSO, et al.,
2018) nos cultivos super-intensivos. Esta pratica, quando somada a baixa qualidade de 4gua, ao
manejo inadequado e a dieta com qualidade inferior a requerida, resulta em um desequilibrio
do sistema imunolédgico dos peixes e os predispdem ao acometimento de doengas. O contato
com micro-organismos presentes naturalmente no ambiente e as portas de entradas deixadas
por eles, somados com a debilidade imunoldgica, pode acarretar na perda completa do plantel

(MARTINS, 2004a). Essas perdas trazem prejuizos nao somente econdmicos, quando se trata
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diretamente das mortalidades, mas também outros efeitos deletérios, indiretos, quando
imprimem reducao da performance reprodutiva, da eficiéncia na conversao alimentar ou quando
existe a necessidade de aplicagdo de algum tratamento farmacoldgico e aditivos
imunoestimulantes na alimentacao (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017). Segundo Kubitza
(2000), os patogenos que mais acometem a tilapicultura sdo os parasitos Trichodina, outros
protozodrios, Trematoda, Monogenea e crustaceos, além das bactérias, que sdo as maiores

causadoras de surtos de mortalidade.

1.2 MACROALGA Kappaphycus alvarezii

Macroalgas sdo organismos multicelulares, fotossintéticos ndo vasculares, que contém
clorofila a, estrutura reprodutiva simples e composicao quimica dependentes da espécie, habitat
e da condi¢ao ambiental (KHAWYLI, et al., 2020). Estas t€ém sido utilizadas pelo homem ha
mais de 14 mil anos como alimento e medicamento, além de serem importante componente na
Aquicultura Multitrofica Integrada - IMTA (Integrated Multi-Trophic Aquaculture)
(BUCHHOLZ; KRAUSE; BUCK, 2012).

Segundo dados da FAO (2020), a Kappaphycus alvarezii esta em sexto lugar como a
alga mais cultivada no mundo, com um total de 1,597 mil toneladas. Atualmente, o cultivo
dessa espécie ¢ muito visado devido ao grande interesse relacionado a sua composi¢do, cujos
compostos sao utilizados nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (SANTOS, 2014;
FADILAH et al., 2016).

A prospecgdo para ampliar os usos dessa macroalga, objetiva agregar mais valor ao
produto e seus derivados, e tende a impulsionar o cultivo comercial de maneira que modifique
0 cendrio social com geracdo de empregos, € 0 cenario econdmico com incremento na renda
das populacdes associadas a este trabalho (HAYASHI; REIS, 2012). Um estudo feito por
Rudke, Andrade e Ferreira (2020), mostra que ja existe potencial dessa rodofita como fonte
para obtencao de proteinas, compostos fenolicos, fertilizantes, pigmentos e glicose (como base
para obter etanol).

Apesar de o Brasil ter uma costa de 8.500 km de extensdo (Ministério do Meio
Ambiente, 2020), o cultivo de algas ainda ¢ pouco explorado no pais, pois a atividade depende
de liberacao dos 6rgaos competentes, € deve ser realizada em area destinada a aquicultura. Apos
11 anos de pesquisas no estado, a K. alvarezii passou a ter permissao de ser cultivada para fins
comerciais em Santa Catarina, em areas ja pré-determinadas pelos Planos Locais de
Desenvolvimento da Maricultura — PLDM, regulamentada pela Instru¢do Normativa de N° 1

de 21 de Janeiro de 2020, publicada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos
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Naturais Renovaveis — IBAMA. A partir desta liberagdo, surge uma nova oportunidade de
atividade aquicola no estado de Santa Catarina. Como visto anteriormente, esta macroalga
possui em sua composi¢cao metabolitos de interesse comercial, o que torna mais atraente a opgao
desta espécie para interesse de cultivo.

Além de possuir o ficocoloide, que traz retorno financeiro a quem produz, a K.
alvarezii tem caracteristicas que facilitam o cultivo, como seu crescimento rapido, podendo
duplicar sua biomassa em 15 dias, e o baixo custo nos materiais comumente utilizados no
manejo (SANTOS, 2014). A K. alvarezii, comercialmente conhecida como cotonii, pode ser
cultivada em climas tropical e subtropical, com temperaturas média entre 27,8 °C e 22,5 °C,
respectivamente (RUDKE; ANDRADE; FERREIRA, 2020). Esta macroalga, que pertence ao
Filo Rhodophyta (algas vermelhas), pode aparecer nas cores verde, marrom, amarelada e
avermelhada, a depender da concentragdo de pigmento presente nas células (GERENIU, et al.,
2017).

Figura 1 — Variante verde da macroalga Kappaphycus
alvarezii. Fonte: Arquivo pessoal

1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolito secundario ¢ o nome utilizado para um produto natural proveniente do
metabolismo de algas, plantas e alguns micro-organismos. Esse produto possui caracteristica
de estratégia quimica, ou seja, trata-se de um composto de defesa toxico ou de um metabolito
antifouling (VERPOORTE, 2000; MASCHEK; BAKER, 2008). O termo “secundario”
geralmente € utilizado no contexto em que algo secundario ¢ menos importante, mas nesse caso,
¢ porque o metabolismo primdrio € responsavel pelas funcdes vitais de sobrevivéncia,

diretamente ligadas ao desenvolvimento e crescimento, isto ¢, funcdes celulares. Enquanto o
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metabolismo secundério ¢ a via por onde as plantas e as algas produzem compostos que
auxiliam contra agente externos, garantindo assim sua sobrevivéncia. Suas sinteses, também
podem ser ativadas sob certas condigdes ecologicas, geograficas e ambientais ou em fases
especificas do ciclo de vida das algas (LALEGERIE et al., 2020). Metabolitos secundarios
podem ser divididos em trés classes: compostos fenolicos, terpenoides e alcaloides
(HARBORNE, 1999). Em termos de abundancia e variedade, as Rhodophytas sdo as algas mais
ricas em bioativos (MASCHEK; BAKER, 2008).

Nas ultimas décadas o foco maior tem sido dado as propriedades dos metabolitos
secundarios das algas que, possivelmente, atuam no sistema imunologico (HURTADO, 2020).
Além de apresentarem beneficios no metabolismo das proprias algas, como prote¢dao e
adaptacao (GANESAN; TIWARI; RAJAURIA, 2019), muitos desses compostos apresentam
atividades antimicrobiana (ABIRAMI; KOWSALYA, 2011; PRABHA; PRAKASH; SUDHA,
2013). Esta propriedade, entretanto, ndo ¢ atribuida a um inico composto, mas a sinergia de
diferentes metabolitos. Ainda ¢ dificil identificar um tinico composto bioativo, ou qual sua via
metabolica e mecanismo de agdo, devido a falta de padroniza¢ao nos resultados reportados, as
influéncias do ambiente onde a alga estava sendo cultivada, ou onde foi coletada, as
metodologias de extracao, as analises microbioldgicas e aos micro-organismos testados (ABU-
GHANNAM; RAJAURIA, 2013).

Os niveis de compostos antimicrobianos a ser mantidos nos extratos de algas
dependem consideravelmente do preparo da amostra a ser utilizada. Corroborando esta
informagao, Pedra et al. (2017) encontrou maior quantidade de fenolicos e carotenoides em K.
alvarezii cultivadas em efluentes de camardes marinhos, visto que continham nutrientes, do que
em amostras cultivadas apenas em dgua marinha. Outros metabolitos podem ser manejados ou

impulsionados com estresses ambientais (GUERRIEIRO et al., 2018)

1.3.1 Carotenoides:

Os carotenoides, subclasse dos terpenos, estdo entre os pigmentos naturais mais
comuns e, sdo sintetizados por plantas, algas e por alguns micro-organismos. Sdo comumente
caracterizados por uma longa cadeia de duplas ligacdes conjugadas, sempre com uma ou duas
estruturas ciclicas (anel B-ionona), que terminam em ligagdes conjugadas, e geralmente
possuem 40 atomos de carbono (tetraterpenos) (CARDOZO et al. 2007; BRITTON et al 2004).
Devido a sua caracteristica lipofilica, sdo facilmente absorvidos, transportados e excretados
pelo organismo (STAHL; SCHWARZ; SIES, 1993). Esses pigmentos sao produzidos por

macroalgas marinhas como uma forma de defesa celular e podem ser afetados pela foto
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oxidacdo. A foto oxidacdo ocorre quando, ao serem expostas a alta irradiancia de luz, as
macroalgas passam por uma foto destrui¢do de seus pigmentos fotossintetizantes. Esse processo
pode levar a uma foto-inibicdo, isto €, declinio da atividade fotossintética (ARAUJO;
DEMINICIS, 2009). A eficacia dos carotenoides, como antioxidantes, esta relacionada a
protecdo que estes ddo as células e aos tecidos e pode estar associada ao numero de duplas
ligagdes conjugadas e a sua polaridade (BARREIROS et al 2006; IBANEZ; CIFUENTES,
2013).

1.3.2 Compostos Fendlicos:

Compostos fenodlicos, em algas marinhas, t€ém grande importancia na fisiologia de
protecdo contra radiacdes ultravioletas, defesa anti-herbivoria, resisténcia a patdgenos e
protecdo contra o crescimento de epifitas (AMSLER; FAIRHEAD 2006). Sua estrutura ¢
composta de pelo menos um anel benzénico ligado a grupamento hidroxila (KUSKOSKI et al.,
2005) e normalmente sdo polares.

Podem atuar na preven¢do de inumeras patologias devido a sua capacidade
antioxidante (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; TABART et al., 2009), assim como
em atividades antitumoral, antiviral e anti-inflamatdria, sendo essa ultima com grande atividade
a partir de Rhodophytas (IBANEZ; CIFUENTES, 2013; RANGANAYAKI; SUSMITHA;
VIJAYARAGHAVAN, 2014). Segundo Bhuyar (2020), a K. alvarezii demonstrou atividade
antibacteriana associada a compostos secundarios, tais quais os fenolicos, quando utilizada a
partir de extrato etanolico. A mesma alga também mostrou conter altas concentracdes de
fendlicos em extracdo usando dgua como solvente, quando comparada com etanol e metanol

(NASERI; HOLDT; JACOBSEN, 2019)

1.4 TRATAMENTOS NA PISCICULTURA
O uso de quimioterapicos na aquicultura, para fins de tratamento, anestesia, profilaxia
(banhos e vacinas), ou até mesmo como desinfetantes e pesticidas nas estruturas de cultivo, sdo
regulamentados em alguns paises, onde sdo determinadas as doses e limites para seu uso
(COSTELLO et al., 2001). Porém, em muitos lugares a utilizacdo ¢ indiscriminada e, algumas
vezes, ilegal. O uso excessivo de produtos quimicos na producdo pode deixar residuos no
ambiente e na carne do animal (MARTINS, 2004b), bem como contribuir na formacao de cepas
resistentes.
Devido ao aumento constante do volume de produgdo, a procura por tratamentos

alternativos (como derivados de plantas) esta sendo difundida para uma aquicultura mais
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sustentavel, em que se busca evitar o uso de produtos quimicos para melhorar a condigdo
imunologica dos animais (SHAKYA, 2015; BRUM et al., 2018). Existem muitos estudos com
Oleos essenciais, biomassa seca e extrato de plantas, porém se buscam mais alternativas com
distintas fontes de biocompostos.

Macroalgas sdo apontadas como uma Otima op¢do para esse tratamento alternativo,
agindo como aditivos imunoestimulantes, devido as suas propriedades quimicas. Possuem
ainda um viés econdmico vantajoso, pois sao uma fonte renovavel, ndo requerem irrigacao e
em ambiente natural ndo necessitam fertilizantes, e ocupam apenas um terco do espago
necessario para cultivo de plantas terrestres (RAJAURIA, 2015).

Pesquisas mostram que peixes cultivados com inclusdo de plantas e algas na ragdo ou
na dgua apresentaram aumento do numero células de defesa contra agentes externos, além de
terem uma diminui¢do na mortalidade quando desafiados por micro-organismos (CAIPANG et
al.,2011; REVERTER et al., 2014). Uma revisao feita por Vatsos e Rebours (2015), sugere que
a adi¢do de extratos de macroalgas a alimentagao pode apresentar atividade contra patdgenos,
provocando inibicdo do crescimento de bactérias e estimulando o sistema imunologico de
animais.

Segundo Bhowmick et al. (2020), diversos metabdlitos de algas vém sendo estudados
nas ultimas décadas devido as suas propriedades medicinais, com alta atividade antibacteriana
contra um amplo espectro de bactérias, incluindo cepas ja resistentes a drogas quimicas. O
mecanismo dos metabdlitos secundarios de plantas, que influencia no sistema imunoldgico de
peixes, ainda ndo estd bem definido, porém j& se sabe da capacidade antioxidante e
antimicrobiana de alguns compostos, como os flavonoides e os pigmentos das plantas e algas
(ABDEL-TAWWARB et al., 2010). Nazzaro et al. (2020), realizaram uma revisdo sobre os
biocompostos de algas como potenciais prebidticos — ingrediente seletivo que resulta em
mudangas especificas na composicdo e/ou da atividade da microbiota gastrointestinal,
conferindo assim beneficios a satde do hospedeiro (GIBSON et al., 2010), mostrando mais uma
vez a importancia e a vasta utilizacdo de algas.

Com o presente trabalho busca-se identificar os efeitos da adi¢do da macroalga
Kappaphycus alvarezii na alimentagdo de tiladpia, nos parametros hemato-imunoldgicos, no

desempenho zootécnico e nas caracteristicas histologicas.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito do uso de extrato da macroalga Kappaphycys alvarezii na alimentagao

da tilapia-do-nilo, sobre as respostas zootécnica, hemato-imunolédgica e histopatologica.

1.5.2 Objetivos Especificos

a) Identificar a concentragdo minima inibitoéria (MIC) e bacteriostatica (MBC) do
extrato da macroalga contra Streptococcus agalactiae, por meio de ensaio in vitro,

b) Avaliar a resposta hemato-imunoldgica em juvenis de tildpia-do-nilo, alimentados
com adi¢do do extrato da macroalga K. alvarezii;

c) Caracterizar as principais alteragdes histopatologicas em orgaos de tilapia-do-nilo
alimentadas com adigdo de extrato de K. alvarezii.

d) Analisar o desempenho zootécnico de peixes alimentados com aditivos de extrato
de K. alvarezii.

e) Analisar o perfil de metabolitos secundarios da macroalga K. alvarezii.

1.6 ESTRUTURA DO TRABALHO
Esta dissertacdo ¢ composta por um artigo cientifico, que sera submetido ao periodico

“Fish and Shellfish Immunology”.
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RESUMO

A procura por alternativas ao uso de antibidticos e quimicos nos tratamentos de enfermidades
vem crescendo na aquicultura, com o intuito de diminuir a resisténcia bacteriana e acumulo de
residuos na carne do animal e no meio ambiente. Com isso, este trabalho teve como objetivo
avaliar as respostas hemato-imunologicas de tilapias-do-nilo Oreochromis niloticus
alimentadas com adicao de extrato da macroalga Kappaphycus alvarezii, bem como identificar
possiveis alteracdes histoldgicas, e avaliar o desempenho zootécnico, embasando-se de que
macroalgas possuem compostos bioativos que apresentam caracteristicas antimicrobianas e
antioxidantes. Previamente o teste in vitro mostrou resultado positivo a partir da dose inicial do
extrato feito com a macroalga contra a bactéria Streptococcus agalactiae, e estas concentragdes
foram utilizadas para determinar as doses a serem utilizadas no experimento in vivo. Os animais
foram alimentados durante 46 dias com dietas contendo diferentes doses do extrato
(Macroalgai«, Macroalgao s%, Macroalgao 25%, Macroalgao,125%) aspergidas em ragao comercial,
e comparados com tratamento controle, sem qualquer tipo de adicdo do extrato (ndo
suplementado). Ao final do experimento foram coletadas amostras para analises hematoldgicas,
imunoldgicas e histologicas, e os peixes foram pesados. Apesar de ndo haver diferenca
significativa no crescimento dos animais, houve diferencga positiva no crescimento especifico
dos animais ndo suplementados, seguido pelo tratamento Macroalgao,125%, 0 que pode indicar
baixa palatabilidade do alimento com a adi¢do do extrato. As analises hemato-imunolégicas
mostraram diferenga significativa na andlise de glicose, indicando que as concentragdes de
Macroalgao s, € Macroalgao sy, tiveram maiores médias (p<0,05). Nas outras analises, os
tratamentos nao mostraram diferenca entre os peixes alimentados com adicao de extrato e sem
a suplementag¢do, o que pode indicar que as concentracdes podem nao ter sido suficientes, ou a
extrato utilizado ndo apresentava um bom perfil de compostos. Histologicamente ndo se notou
maiores alteracdes, ou algo que indique danos causados pela alimentagao. Neste estudo, o uso
do extrato da macroalga K. alvarezii nas formas e concentragdes testadas ndo mostrou
mudangas significativas no estado de satide dos animais observados.

Palavras-chave: aquicultura, metabolitos secundarios, macroalga, hematologia, histologia.

ABSTRACT

Nowadays the search for alternatives to antibiotics and chemicals used for treatments are
increasing in aquaculture, with the intension of decreasing bacterial resistance, accumulation of
waste in the fillet and the environment. With that in mind, this work had as objective to evaluate
the hematological and immunological response in Nile tilapia fed with Kappaphycus alvarezii
extract added in the feed, besides identifying histologic changes and performance, based on
what macroalgae has bioactive compounds with antimicrobials and antioxidants characteristics.
Previously, the in vitro test showed positive results from the initial dose of the extract when
challenged against bacterium Streptococcus agalactiae, those doses were used as the ideal
doses on the feed. The fish were fed 46 days with diets containing different doses of sprinkled
extract on the commercial feed (Macroalgaeiw, Macroalgaeos», Macroalgaeo s,
Macroalgaeo.125%), and compared to control treatment (Unsupplemented) without any extract
added. In the end of experiment samples were collected for hematological, immunological and
histological analysis, in joint with fish weight measures. Although there is no statistical
difference in terms of fish growth, there is a positive difference on the specific growth rate in
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unsupplemented fish, followed by Macroalgaeo.125%, that can indicate a low palatability of the
feed that contains the extract. In the results of hematological analysis, the groups
Macroalgaeo,s% and Macroalgaeo 25, showed significant difference in glucose, with an increase
in the average (p<0,05). The results of other hematological and immunological analysis did not
show statistic difference among the fish fed with addition of extract or without supplementation,
that can indicate the concentrations could not been enough, or the extract did not have a good
profile . Unfortunately, the higher the concentration of macroalgae extract in the diet, the lower
the percentage of specific growth. On the other hand, it can be assumed that the concentrations
were not enough to make different result, or the algae did not have a good compounds profile.
Histologically, no major changes were noted that indicates damages caused by feed. In this
study, the use of extract from k. alvarezii in these way or concentration did not show benefits
or significant changes in the health of observed animals.

Keywords: aquaculture, secondary metabolites, macroalgae, hematology, histology.

Highlights

-Suplementac¢do alimentar com a macroalga Kappaphycus alvarezii ndo afetou a satde de
tilapia-do-nilo.

-As concentragdes de glicose nos peixes alimentados com Macroalgao s € Macroalgaose,
foram maiores do que os demais tratamentos.

-A analise histoldgica ndo mostrou influéncia da suplementagdo na dieta dos peixes.
-Sugere-se 0 uso de outra forma de extracdo de compostos fendlicos e carotenoides para

inclusdo na dieta de tilapia-do-nilo.
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2.1 INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) esta entre as trés espécies de peixes mais
cultivadas do mundo [1], e no Brasil a regido Sul se destaca como maior produtora [2]. O grande
nimero da producgdo se da por parte do mercado consumidor que aprecia a carne [3], pela
tolerancia dos animais em relagdo a parametros de qualidade de agua, estruturas, bom
desempenho zootécnico e estratégias de cultivo bem desenvolvidas que a espécie ja apresenta
[4-6].

Com o crescimento da demanda, a expansao da tilapicultura ocorre com o aumento da
densidade de estocagem nos cultivos [7]. Quando somamos a alta demanda com a baixa
qualidade de 4gua, manejo inadequado e dieta de baixa qualidade, gera um desequilibrio no
sistema imunoldgico dos peixes. A partir desta debilidade imunolégica, o contato com micro-
organismos presentes no ambiente pode acarretar em perdas completas da produgdo. Com isso,
ademais das perdas economicas, ocorrem prejuizos de performance, reducdo na conversiao
alimentar, ou necessidade de aplicagdo de farmacos e aditivos imunoestimulantes [8]. O uso de
quimioterapicos na aquicultura vem ocorrendo de forma indiscriminada em locais onde nao
existe uma regulamentagdo de doses, e sdo utilizados tanto como para tratamento de
enfermidade, quanto para prevencao e profilaxia [9].

A busca por produtos naturais, que ndo tenham impacto direto ao meio ambiente, ndo
deixam residuos na carne, e ndo ajudam a promover a resisténcia bacteriana ja existente, ¢ uma
alternativa de tratamento e prevengdo que vem sendo estudada e utilizada nas ultimas décadas.
A utilizagao de macroalgas vem como alternativa para um novo uso de um produto aquicola de
qualidade. Hoje, algumas algas sdo utilizadas como alimento, em industrias farmacéutica e
cosmética, devido a grande composi¢do de ficocoloide que pode ser extraido [10,11]. A
Kappaphycus alvarezii é a sexta macroalga mais produzida no mundo [1], devido a grande
quantidade de carragenana em sua composi¢ao. Além do interesse econdmico, essa macroalga
possui caracteristicas que sao benéficas quando se trata de cultivos, como crescimento rapido e
baixo custo de produgdo [10].

Outro topico importante da vantagem de se usar a K. alvarezii, ¢ sua composi¢ao
quimica, que produz metabolitos secundarios, os quais possuem caracteristicas que sao
utilizadas como parte da estratégia de defesa de plantas e algas [12,13]. A importancia desses
biocompostos tem sido alvo de muitos estudos, pois os resultados mostram que metabdlitos
secundarios, isolados ou em sinergia, podem apresentar atividade antimicrobiana e atuar no

sistema imunolégico [14-16].
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Os carotenoides sdo metabolitos secundarios, produzidos por plantas e algas marinhas,
e tem poder antioxidante [17,18] ademais sdo produzidos como forma de defesa celular, para
evitar a alta exposicdo a irradidncia da luz solar, protegendo assim seus pigmentos
fotossintetizantes [19]. J4 os compostos fendlicos sdo produzidos para protecdo contra
radiacdes ultravioleta, defesa contra herbivoria, resisténcia a patdgenos e protecdo contra o
crescimento de epifitas [20]. Estes compostos podem atuar em prevencao de patologias devido
sua capacidade antioxidante [21,22], assim como em atividades antitumoral, antiviral, e anti-
inflamatoéria, sendo esta ultima com grande atividade a partir de Rhodophytas [18,23].

Este estudo objetivou avaliar a suplementacdo na dieta com diferentes concentragdes
de compostos extraidos da macroalga K. alvarezii sobre os parametros hemato-imunoldgicos,

histologicos e zootécnicos da tildpia-do-nilo.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Material biologico e desenho experimental

Em agosto de 2019, 325 juvenis de tilapia-do-nilo (7,08 £+ 2,14 g de peso em média +
desvio padrdo), provenientes da empresa Acqua Sul Piscicultura (26°51'07.2"S 48°51'36.9"W),
foram recebidos no Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos, da Universidade
Federal de Santa Catarina (AQUOS/UFSC). A macroalga K. alvarezii foi fornecida pela se¢ao
de macroalgas do Laboratorio de Camardes Marinhos (LCM/UFSC), coletada em abril de 2019.

Foram utilizados 13 peixes por unidade experimental acondicionados em tanques de 80
L cada, com sistema de recirculagdo de dgua e aeracdo constante, cada tratamento teve 5
repeticdes. Os animais foram alimentados por 46 dias, de acordo as dietas determinadas para
cada tratamento de acordo (item 2.2.4), ad libdum. Os pardmetros de qualidade de 4gua se
mantiveram dentro dos padrdes aceitdveis para a espécie durante todo o experimento, € 0s
registros sao mostrados sob forma de média + desvio padrdo, como segue: oxigénio dissolvido
8,45+0,74 mg L e temperatura 28,12 + 0,13 °C (medidos com multipardmetro Hanna modelo
HI98194), pH 6,96 + 0,26, amdnia total 0,08 + 0,06 mg L', nitrito 0,01 + 0,00 mg L' e
alcalinidade 40 mg de CaCOs3 L' (medidos com kit colorimétrico LabconTest®).

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comissao de ética no

Uso de Animais (CEUA 3023220419 (ID 001271).
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2.2.2 Obtengao do extrato de Kappaphycus alvarezii

A macroalga K. alvarezii foi coletada na Unidade Demonstrativa de Maricultura
(CCA/UFSC), no bairro Sambaqui e transportada para a se¢ao de macroalgas do LCM.
Posteriormente, as algas foram levadas ao Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal
(LMBV/CCA/UFSC), para serem lavadas com agua salgada e limpas manualmente a fim de
retirar epifitas e outros organismos incrustados. Apos, foram dessalinizadas em banho com
formiato de amonio 0,5 M por 30 s e, em seguida, lavadas com agua destilada. As algas foram
liofilizadas a vacuo a temperatura de - 50 °C durante 72 h. A extrag@o hidroalcodlica 70 % foi
feita utilizando extrator de ultra pressao, equipamento desenvolvido no LMBYV, cujo prototipo
encontra-se sob patenteamento. Para confecgdo, foram utilizados 15 g de biomassa seca para
cada 100 mL de solugdo extratora (dlcool etilico 70 %), conforme protocolo desenvolvido pelo
grupo, com modificacdes. O sobrenadante da mistura resultante foi reduzido em rota
evaporador a extrato aquoso. A concentragdo resultante (mg mL ") contida na solugio estoque
foi determinada a partir da liofilizagdo de 1 mL desta solucdo, e foi de 38mg/ml. A solu¢do mae

do extrato foi mantida a - 80 °C até sua suplementagao na ragao.

2.2.3 Teste in vitro de minima concentragdo inibitoria (MIC) e minima concentra¢do
bacteriostatica (MBC)

No AQUOS, a bactéria Streptococcus agalactiae foi incubada a partir de uma solugao
mae, em caldo BHI (Brain Heart Infusion), a temperatura de 30 °C, por 24 h. Em seguida, a
partir da curva de crescimento, foi verificada a concentragdo do indculo, o qual foi diluido em
meio de cultura pobre (do Inglé€s, Poor Broth). Em uma microplaca de fundo chato com 96
pocos, foram adicionados 150 pL. de BHI no primeiro pogo ¢ 100 puL nos demais pogos da
microplaca. Posteriormente, 50 pL da concentracdo mae do extrato de macroalga foram
adicionados no primeiro po¢o da linha, e realizou-se dilui¢do seriada no fator 2 até o 12° poco.
Na sequéncia, foram adicionados 20 pL da suspensdo bacteriana contendo S. agalactiae na
concentragio de 0,5 na escala Macfarland ou 1 x 103 UFC mL"! diluidas em BHI. Em seguida,
a placa foi incubada por 24 h a 30 °C e, ap6s esse periodo, foi aferida a absorbancia. A atividade
antimicrobiana foi determinada por meio da concentracdo minima de 2,36 mg ml™!, em que o
extrato de macroalga conseguiu inibir o crescimento da bactéria patogénica, e a minima
concentragdo bactericida foi definida na concentragio 9,5 mg ml!, em que o extrato de

macroalga promoveu a morte da bactéria.
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2.2.4 Formulagdo das dietas experimentais

Os peixes juvenis foram alimentados com ra¢do comercial (Puro Trato Nutri¢do
Animal) 36 % de proteina bruta, com 2 mm de granulometria. Apds a determinacdo das
concentragdes em teste in vitro de MIC e MBC, as quatro concentragdes de extrato escolhidas
foram aspergidas na ragdo comercial de acordo com cada tratamento.

As concentragdes de cada tratamento foram as seguintes: Macroalgai«: 1% de extrato
(38 mg/mL/kg de rac¢do), Macroalgaosw: 0,5% de extrato (19 mg/mlL/kg de racdo),
Macroalgao 2s%: 0,25% de extrato (9,5 mg/mL/kg de ra¢do), Macroalgao,i25%: 0,125% de extrato
(4,75 mg/mL/kg de racdo) e peixes ndao suplementados com o extrato (somente ragao

comercial).

2.2.5Pardmetros zootécnicos

Os peixes foram pesados individualmente, uma vez por semana, desde o inicio do
experimento (7,29 + 2,02 g de peso). Os calculos relacionados aos indices zootécnicos foram
realizados semanalmente e determinados conforme os seguintes dados: taxa de sobrevivéncia

(%), ganho de peso (g), conversdo alimentar e taxa de crescimento especifico.

2.2.6 Parametros hematologicos

Ao final do experimento, quatro animais de cada repeticdo foram coletados e
anestesiados com Eugenol (75 mg L'). Para a realizagio das andlises hematologicas, foi
utilizada uma aliquota de sangue, obtido por puncdo do vaso caudal com auxilio de uma seringa
contendo EDTA 10%.

Uma fragdo da amostra de sangue foi diluida em fluido de Dacie (1:200) modificado
para contagem total de eritrocitos (RBC) em camara de Neubauer [24]. Outra porcao foi
utilizada para determinagao do hematdcrito, processado pelo método do microhematdcrito [25].
A concentragdo de hemoglobina foi determinada por meio do método da
cianometahemoglobina, e o célculo das equacdes hematimétricas foram obtidos com a
determinag¢do da hemoglobina corpuscular média (HCM), da concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e do volume corpuscular médio (VCM) [26].

Uma aliquota de sangue foi utilizada para confec¢do de extensdes sanguineas em
duplicata, que foram coradas com May-Griinwald-Giemsa-Wright [26], para contagem total de
leucdcitos (WBC) e trombocitos, pelo método indireto, e contagem diferencial de leucocitos

[27].
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A concentragdo de glicose plasmatica foi determinada imediatamente ap6s a coleta de
sangue de cada peixe, utilizando glicosimetro portatil Accu-Chek® Advantage (Roche

Diagnostica, Brasil).

2.2.7 Pardmetros imunologicos
Com o restante do sangue coletado foi realizado um poo/ de todas as amostras de cada

unidade experimental, que foi centrifugado a 1400 g por 15 min a 4 °C para separacao do
plasma. O mesmo foi armazenado a -20 °C até sua utilizagao nas analises imunoldgicas.

A concentragdo de proteina total do soro sanguineo foi obtida com o kit de Proteina
Total (Lab Test®). A concentracio da imunoglobulina total foi mensurada de acordo com o
método descrito por Amar et al. (2000) [28], adicionando-se 50 pL de plasma a 50 pL de
solugdo de polietileno glicol (PEG) (Sigma-Aldrich) 12 %. A mistura foi incubada a
temperatura ambiente por 2 h para que ocorresse a precipitagdo de moléculas de
imunoglobulina. Esse precipitado foi removido por centrifugacio (5000 g a 4 °C por 10 min) e
o sobrenadante retirado para mensurar a quantidade de proteina total, utilizando-se albumina
bovina para confec¢do da curva padrdo. A concentracdo de imunoglobulina total foi expressa
em mg mL! e dada pela férmula:

(proteina total do plasma - proteina total tratada com PEG)
Ig Total=

volume mL

2.2.8 Analise histologica

Ao final dos 46 dias de alimentacdo, 12 animais por tratamento (os mesmos utilizados
para anélises hemato-imunologicas) foram anestesiados em solucio de eugenol (75 mg L) e
eutanasiados por seccdo da medula para coleta das amostras histologicas. Fragmentos do figado,
bago, rim e por¢ao média do intestino foram fixados em formalina tamponada a 10%. O tecido
foi desidratado usando uma série crescente de etanol, depois clarificado em xilol e finalmente
embebido em parafina a 60 °C, de acordo com Martins et al. (2018) [29]. Cortes de 3 a 5 pum
de espessura (microtomo PAT-MR10) foram corados com Hematoxilina de Harris e Eosina
(H&E). Apos a coloragdo, as 1aminas foram montadas em meio Entellan® e analisadas em
microscopio de contraste de interferéncia de fase Axio Imager A.2 (DIC) (Zeiss, Gottingen,
Alemanha).

Na analise morfométrica do intestino médio, foram medidos, em cada corte
histologico, o numero de vilosidades intestinais, o comprimento (um) das vilosidades

intestinais, a largura (um) das vilosidades intestinais, o nimero de células caliciformes, a area
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total (um?) e o perimetro total (um) de cada vilosidade. O comprimento, a largura, o perimetro
e a area das vilosidades foram medidos com auxilio do software Zen Pro (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha).

Foram atribuidos valores as alteracdes histologicas de todos os 6rgaos de acordo com
o grau de intensidade: 0 (auséncia de alteracdo), 1 (alteracao leve, correspondendo a menos de
25% da area do tecido), 2 (alteragdo moderada, 25% a 50% da area do tecido) e 3 (alteracao
grave, mais de 50% da area do tecido), seguindo o método descrito por Schwaiger et al. (1997)

[30] com pequenas modificagdes, propostas por Brum et al. (2018) [31].

2.2.9 Analise dos compostos bioativos (metabolitos secundarios)

As analises para extragado e quantificagdo dos metabolitos secundarios foram realizadas
no Laboratdrio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (LMBV/CCA/UFSC). Para extracdo e
analise da quantidade de carotenoides, aliquotas de biomassa seca de Kappaphycus alvarezii
(0,5 g, em triplicata) foram trituradas em nitrogénio liquido e nelas foram adicionados 10 ml de
alcool metilico, para posterior incubagao durante 1 hora em temperatura ambiente e auséncia
de luz. O extrato organossolvente foi recuperado por filtracdo em suporte de celulose. Apos, a
leitura foi feita a 450 nm em leitor de microplaca (Tp Reader; Thermoplate, China). A
concentracgao total de carotenoides foi calculada com base em uma curva padrao externa e os
resultados foram expressos em mg equivalente de -caroteno (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO,
EUA - 0,5 a 10 pg mL"!, y=0,003x, 1?=0,98), por grama de massa seca.

Para a extracdo e posterior andlise de compostos fenolicos, amostras de 0,5 g de massa
seca foram trituradas em nitrogénio liquido, maceradas em solucdo metanolica 80%. Foram
mantidas em repouso por 1 hora, ao abrigo de luz e, em seguida, filtradas sob vacuo. O contetido
total de fenodlicos foi determinado por método colorimétrico, utilizando reativo de Folin-
Ciocalteu (A = 750 nm), baseado em Waterman e Mole, (1994) [32], com alteragdes. Em
seguida, procedeu-se a leitura a 750 nm em leitor de microplaca (Tp Reader; Thermoplate,
China). O célculo dos teores totais baseou-se em curva padrao externa de acido galico (Sigma-
aldrich, St. Louis, MO, EUA — 100-1250 pg.mL"!, y=0,0129x, 1?=0,99). Os resultados foram

expressos como valor médio, em mg de equivalente acido gélico por g de massa seca.

2.2.10 Andlise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste Levene e Shapiro-Wilk para testar a
homocedasticidade de variancia e normalidade, respectivamente. Posteriormente os dados

foram submetidos 8 ANOVA one-way e teste de Tukey para separagdo de médias quando
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necessario. As analises foram executadas com auxilio do software Statistica 7.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, EUA). As transformagdes de dados foram aplicadas quando necessario. Para todos os

testes, considerou-se o nivel de significancia de 5%.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Parametros zootécnicos

Em relagdo aos parametros zootécnicos, houve diferenca significativa apenas na taxa
de crescimento especifico, indicando a racdo com maior concentragdo de extrato a que teve
menor porcentagem de crescimento. Os demais parametros nao apresentaram diferenga

significativa (Tabela 1).

Tabela 1: Valores médios + desvio padrao dos parametros zootécnicos de juvenis de tilapia-do-nilo
Oreochromis niloticus alimentados por 46 dias com adigdo de diferentes doses de extrato de
Kappaphycus alvarezii (Macroalgaiy, Macroalgag sy, Macroalgao »s%, Macroalgao i2s%) € peixes nao
suplementados. Letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de

Tukey (p<0,05).
Macroalga 1, Macroalga o5, Macroalga o250, Macroalga o,125% sugffi:)rile:nr;jgos Valor p
GP (g) 43,74 +29 40,0+ 7,2 48,05+ 8,4 41,52 +£ 8,7 41,52 +10,8 0,513
TCE (%) 2,57+0,48 2,73 +0,64° 2,79+ 0,57¢ 2,73 + 0,444 4,33 +0,42¢ 0,0001
TCA 8,58 +0,81 7,82 +2.57 6,6 +294 8,9+213 8,9+3,12 0,553
S % 73,0 + 14,7 59,6 £23,8 55,7+352 654+183 82,7+ 15,8 0,492

Legenda: GP: ganho de peso em gramas, TCE: taxa de crescimento especifico em porcentagem, TCA: taxa de
conversdo alimentar e S: sobrevivéncia em porcentagem. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os
tratamentos pelo teste t (p<0,05).

2.3.2 Pardmetros hemato-imunologicos

Um dos parametros hematologicos influenciados pela suplementacdo foi a glicose,
indicando que os peixes dos tratamentos Macroalgao sy € Macroalgao sy, tiveram maiores
médias em relagdo aos demais tratamentos (p<0,05). O HCM mostrou maior média para os
animais que receberam Macroalgaosw, porém significativamente igual as médias dos
Macroalgaie, € Macroalgao2s. Na contagem diferencial de leucdcitos, as Unicas células que
mostraram diferenga significativa foram os leucdcitos imaturos, indicando menor quantidade
no grupo que recebeu Macroalgaoss. Os demais parametros ndo mostraram diferenga
significativa (Tabela 2). J4 para os pardmetros imunologicos, nenhuma das analises mostrou
diferencga significativa. As proteinas totais mostraram os seguintes resultados: Macroalgaiv,

(45,89 + 12,23 mg mL"), Macroalgag sv (41,87 £ 9,57 mg mL™"), Macroalgao >s% (38,78 + 11,36
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mg mL™1), Macroalgao,i25% (40,68 + 15,73 mg mL™!) e peixes nio suplementados (40,45 + 18,48
mg mL™!). A anélise de imunoglobulina total do plasma indicou os seguintes resultados:
Macroalgaio (17,69 + 5,45 mg mL™"), Macroalgaos» (16,81 + 4,06 mg mL™"), Macroalgao »se
(13,10 £ 2,10 mg mL™"), Macroalgao 125% (16,69 6,52 mg mL™!) e peixes nio suplementados
(16,78 +£ 8,75 mg mL™).

Tabela 2: Valores médios + desvio padrao dos pardmetros hematologicos de juvenis de tilapia-do-nilo
Oreochromis niloticus alimentados por 46 dias com adigdo de diferentes doses de extrato de
Kappaphycus alvarezii (Macroalgaiy, Macroalgao sy, Macroalgao »s%, Macroalgao,i2s%) € peixes ndo
suplementados. Letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de

Tukey (p<0,05).
Alterages Macroalga 19, Macroalga oss,  Macroalga opsv,  Macroalga o250 su;lzfeirxr?esnntigos Valorp
Glicose (mg dL™) M24+11,44° 55321547 54251584 4445+1057°  4395+14.87° 0013
Hematocrito (%) 28,00+£226 29,90+391 30,00+3,68 28,75+440 29,10+334 0396
Hemoglobina (g dL") 9,72+551 12,10+ 6,06 9,46+231 826+226 8,44+1,88 0,016
VCM (L) 16206+4121 1884745115 17601+39,07 151,74+3125 16722+40,75 0,067
HCM (pg) 55,79+32,14%  7575+37,69" 53,74+£3907° 4344+13,15° 4874+1694° 0,001
CHCM (gdL™" 35,08+21,11 412842129  32,17+£879 29,29+938 2928+727 0076
Tromboécitos (x10° uL™) 9,36+11,55 9,09+ 10,68 8,99+6,08 7,76+10,74  10,67+£1094 0,758
Leucdcitos totais (x 10°.uL) 17,20+ 10,15 15,53 +947 1938+1439  1884+14,11 1854+10,15 0,940
Eritrocitos (x10° uL) 1,81£5,25 1,66+3,61 1,82+4,56 1,95+4,07 1,84+4,71 0,366
Leucdcitos imaturos (x10° uL™) 4,00+3,50* 2,80+2,82% 125+137° 3,80+2,89° 440+436°  0,0236
Linfocitos (x10° L) 87,11+757 88,15£797  8330+20,79 86,15+1029  81,50+1221 0492
Monécitos (x10° pL™) 321+£391 3,55+£3,41 395+£293 4,75+6,33 630+1133 0892
Neutrofilos (x10° uL") 5,74+451 5,50+£4,80 6,50+5.71 530492 780791 0,639

Legenda: VCM: Volume corpuscular médio. HCM: Hemoglobina corpuscular média e CHCM:
concentragdo corpuscular de hemoglobina média.

2.3.3 Analise histologica

Conforme observado na Tabela 3, no tecido hepatico, o aspecto cordonal de todos os
grupos apresentou médias inferiores a 40%, com destaque para o grupo de peixes ndo
suplementados, que apresentou menor média (p<0,05) em relacdo a Macroalgao se.. O grupo
que recebeu maior concentragao de extrato apresentou menor média no aspecto de congestao
do pancreas, e o grupo controle apresentou maior média. Os peixes ndo suplementados foram
0s que apresentaram maior média de ntcleos com picnose em relacdo a Macroalgao2sy €

macroalgao,i25%. As demais alteragdes nao apresentaram diferenga significativa entre os grupos.
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No rim, a maioria das alteracdes que tiveram médias com diferencas significativas,
apresentou maior média no tratamento de peixes nao suplementados, porém nao houve um
padrdo das alteracdes nos grupos conforme observado na tabela 4.

No bago, polpas brancas e vermelhas e a cadpsula fibrosa mostraram-se 100% integras.
Nas demais alteragdes os grupos ndo mostraram um padrao de diferencas significativas, como
mostrado na Tabela 5.

O intestino dos peixes ndo apresentou diferengas significativas em nenhuma analise
referente as analises morfométricas, porém o grupo de peixes ndo suplementados apresentou
maior numero de células caliciformes na area dos vilos (Figura 2). Esse grupo também
apresentou maior média na presenca de infiltrado eosinofilico. As demais alteracdes

histologicas ndo apresentaram diferenga significativa entre os grupos (Tabela 6).

Figura 2: Tecido do intestino. Cabegas de seta indicam infiltrado
eosinofilico nivel 3 e asteriscos indicam a de células caliciformes.

| =




Figura 3: Alteragdes e tecido normal do bago. (A) Asterisco indica centro de
melanomacrofagos nivel 3. (B) Tecido do bago sem centros de melanomacrofagos. (C)
Setas indicam pontos de necrose nivel 2. (D) Tecido sem pontos de necrose.
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Figura 4: Alteragdes histologicas em tecido hepatico e tecido sem alteragdes. (A) Cabegas
de seta indicam nucleo com picnose nivel 3. (B) Tecido com nicleos sem picnose. (C)
Asterisco indica congestdo do pancreas com nivel de lesdo 2. (D) Pancreas sem
congestao. (E) Setas mostram aspecto cordonal 100%. (F) Tecido hepatico sem presenga
de aspecto cordonal.
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Figura 5: Alteracdes histologicas em tecido do rim. (A) Setas indicam amiloidose nivel 3.
(B) Tecido sem presenca de amiloidose. (C) Asterisco indica dilatagdo da luz tubular
nivel 3. Seta indica rompimento celular. Cabeca de seta indica vacuolizagdo. (D) Tecido
ndo apresenta dilatacdo da luz tubular e ndo apresenta vacuolizacdo. (E) Seta indica
dilatagdo dos capilares nivel 2. (F) Tecido com auséncia de dilatagdo dos capilares. (G)

Seta indica tiibulos em regeneragdo nivel 2. (H) Tecido sem tubulos em regeneracao.
' ¥y 3 ; I $S A :
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Tabela 3: Valores médios + desvio padrao de intensidade de alteragdes histologicas do figado de
juvenis de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados por 46 dias com adicao de diferentes
doses de extrato de Kappaphycus alvarezii (Macroalgay, Macroalgag 5%, Macroalgag 2se,
Macroalgao,125%) € peixes ndo suplementados. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Alteracdes Macroalga 1, Macroalga s, Macroalga 25, Macroalga o125 suifcﬁ:nlggos Valor p
Aspecto cordonal (%) 34,21 £23,88%® 3553 +£26,77* 2500+27,64® 3421+£3746®  92+12,39° 0,035
iﬁ‘;s“?ngg (E'j}S‘a‘mO do 780541505 73,68+1553 802641968 855341517 7632+17,63 0256
Ig’f;f;fj: 522;22231?2%05 € 7105£937 7500+1179 67,11+£22,13 77631147  6711£1456 0427
Aspecto balonoso 1,32+0,75 1,11+0,81 1,32+0,82 0,84 + 0,60 1,05+0,85 0,289
Congestao nos grandes vasos 0,47 +0,70 0,84 +0,69 0,68 +0,89 0,42+0,51 0,58 £0,51 0,473
Congestio no pancreas 026+045° 084+0,83° 053+0,75®° 0,800,682 0,95 +0,62* 0,022
Congestao nos sinusoides 0,42 +0,51 0,89+0,88 0,42 +0,51 0,53 +£0,90 0,58 £0,51 0,200
E:;;‘t)g;rt‘;:mo do niicleo dos 1,74+056  1,68+082  1,58+107 116096  168+058 0,115
Infiltrado eosinofilico 1,11+0,46 0,58 £0,61 1,11+0,46 0,95+0,62 1,00 +0,94 0,529
Hipertrofia dos hepatdcitos 1,21 £0,71 1,05 +0,62 0,89 +0,94 0,47 +£0,51 1,21 £0,92 0,168
Necrose 1,26 £0,65 1,32 +0,67 1,42 +1,02 1,00 £0,47 1,79 £0,85 0,836
Niicleo com picnose 0,68+0,75® 0,79+0,85® 042+051® 0,16+037 1,05+0,71 0,001

Tabela 4: Valores médios + desvio padrdo de intensidade de alteragdes histologicas do rim de juvenis
de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados por 46 dias com adigdo de diferentes doses de
extrato de Kappaphycus alvarezii (Macroalgai«, Macroalgag s«, Macroalgao 5%, Macroalgag i25e) €
peixes ndo suplementados. Letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey (p<0,05)..

. Peixes ni
Alteragdo Macroalga 19, Macroalga o5, Macroalga o254, Macroalga ¢, 1250 supfelxme;nrtl:((i)os Valor p
Degeneragdo granular 1,25 +0,72 1,50+ 0,51 1,70+ 0,73 1,21 +£1,03 1,55+0,51 0,132
Hipertrofia celular 120+£0,77 1,50+0,51  1,55+0,51 1,47+0,51 1,55+0,51 0,275
Vacuolizacdo celular 0,80 £0,77° 0,55+ 0,60°  025+044°  026+045"  1,10£0,45 0,0000186
Dilatagao da luz 0,60 +0,60° 0,70 +0,47% 1,05+051®  0,68+0,75"  1,10£0,55 0,001
tubular
Tabulos em 035+049° 065+049° 1,10+£055  0.84+050®  0,55+£051"  0,0002
regenera@ao
Rompimento celular 1,00 £0,73% 1,15+0,49® 1,40+ 0,68% 1,05 +0,71% 1,60 £ 0,60? 0,020
Dilatago dos 1,20 £0,62® 1204052 0,95+0,51®  0,84+037°  1,40+0,50° 0,008
capilares
Espessamento do 2,00+£046 2,40+050  2,45+0,51 2,26 +0,45 2,35+ 0,67 0,170
endotélio
Aumentodovolume o 4, 651 090+072  085£0,59  047+051 080083 0,075
gromerular
Redugdo doespagode ) 15\ 55 0251055 0204052 0,05 + 0,23 0,25+ 0,55 0,741
Bowman
Presenca de eritrocitos 1,30 £ 0,47 1,25+ 0,44 1,35 +0,49 1,16 £ 0,37 1,40 £ 0,60 0,739
Amiloidose 0,95+0,944 1,10+£097° 2,05+1,15°  0,68+0,75¢  1,05+0094°  0,0003




35

Tabela 5: Valores médios + desvio padrao de intensidade de alteragdes histologicas do baco de juvenis
de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados por 46 dias com adic¢ao de diferentes doses de
extrato de Kappaphycus alvarezii (Macroalgai«, Macroalgao s, Macroalgao »s%, Macroalgao,i2sw) €
peixes ndo suplementados. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo

teste de Tukey (p<0,05).
Alteracdes Macroalga 1, Macroalga o5, Macroalga ops, Macroalga o125 supi:erir)::r?t:ggs Valor p
Centros de melanomacrofagos 1,58 +0,77°  2,40+0,75*  2,10£091® 1,35+ 1,17° 2,00+ 0,88 0,005
Melanomacrofagos soltos 1,63 +0,68 2,25+0,72 2,10+0,85 1,65+0,93 1,79+0,85 0,068
Necrose 047+061® 085+0,67 085+0,59®  041+0,51° 1,00 +0,58" 0,011
Congestéo 1,26 0,56 1,10£0,97 1,60 £ 0,82 1,24 +£0,90 1,47+0,70 0,309

Tabela 6: Valores médios + desvio padrao de morfometria e intensidade de alteragdes histologicas do
intestino de juvenis de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus alimentados por 46 dias com adi¢ao de
diferentes doses de extrato de Kappaphycus alvarezii (Macroalga,y, Macroalgao s%, Macroalgag 25,

Macroalgag,125%) € peixes ndo suplementados. Letras distintas indicam diferenga significativa entre os

tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05).

Peixes ndo
Macroalga 1% Macroalga 05% Macroalga 0257 Macroalga o,125% suplementados Valorp
\V 36,71 45,96 36,88+5,80 33,59+535 3533+7,99 3707+5.80 0456

AVZ(un?)  189732,45+62829,61 19288883 +68462,52 23407826+ 10252026 219064,67+80541,06 242266,10+113854,21 0,175
PV (um) 9839,06+194305  10525,79+2403,29 9984,29 +3608,27 1064328410607  11800,51+3430,58 0,117

AV (um) 90.89+21,62 953842176 101,79+2321 9743431,63 10548+31,79 0,117
LV (um) 46,78+7,58 48591039 52264946 51104605 49894945 0,729
NC 303,88+ 19395% 151,63+80,67 186,12+ 114,70° 205,60+ 149,77 47840+ 516,43 0,005
Alteragdes

IE 0,84 £0,69° 0,370,500 095+0,512 0,89+£0,32% 1,1840,73° 0,003
N 0,68+075 1,114+0,66 095+0.76 0,74+0,65 0,82+0,73 0376
\Y% 106087 0,89+ 120 095+1,10 0,68+095 1,06+ 1,09 0,796

Legenda: NV: Namero de vilos, AV2: Area dos vilos, PV: Perimetro dos vilos, AV: Altura dos vilos, LV:
Largura dos vilos, NC: Numero de células caliciformes, IE: Infiltrado eosinofilico, N: Necrose, V: Vacuolizagao.

2.3.4 Composi¢do da macroalga
Os resultados encontrados nas andlises de espectrofotometria de UV-visivel, nas
amostras de K. alvarezii revelaram a presenca de maiores niveis de compostos fenolicos e

menores de carotenoides (Figura 2).
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Figura 6: Valores totais dos metabolitos
secundarios encontrados na amostra de algas do
presente estudo. Carotenoides totais (mg g') e
fenolicos totais (mg GAE g).
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2.4 DISCUSSAO

O extrato hidroalcoodlico utilizado apresentou valores mais baixos de fenélicos totais,
quando comparado com estudos em que se utilizou outros solventes sendo obtidas médias de
2,95 (mg GAE g!) para extrato com agua [33], 19,1 (mg GAE g™!) para extrato com 4gua quente
a 70 °C, e 20,25 (mg GAE g') para extrato etandlico [34]. Para carotenoides totais foram
encontrados 0,634 (mg g!) [14]. Com isto sugere-se que o uso do solvente utilizado pode ndo
ter sido o mais adequado, ou a condicao da alga no momento da coleta, como altura na coluna
de dgua, quimica da dgua, concentracao de nutrientes presentes na dgua, ¢poca do ano, etc, pode
ter interferido nos valores baixos. A quantidade de pigmentos contidos nas algas depende das
condi¢des em que se encontram enquanto sdo cultivadas ou coletadas da dgua. Nos resultados
comparados ndo foram especificados a profundidade das algas na coluna de dgua quando
retiradas, entretanto, sabe-se que a alga do presente estudo foi coletada no més de abril, quando
a incidéncia de luz ndo ¢ a maxima do ano, por se tratar da estagdo de outono. Neste contexto,
a profundidade tem grande importancia, pois interfere na incidéncia de luz que elas recebem,
além da espécie da alga e das condi¢des quimicas da dgua [35]. Segundo Pedra et al. [36], uma
maneira interessante de aumentar a quantidade de compostos bioativos pode ser o cultivo de
macroalgas em efluentes do cultivo de camardo, por exemplo, considerando que nestes
efluentes existe uma maior concentracdo de nutrientes, promovendo melhor crescimento da

alga.
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Apesar dos valores mais baixos dos compostos bioativos no presente estudo, o teste in
vitro mostrou eficiéncia do extrato da alga contra a bactéria Streptococcus agalactiae,
semelhante ao reportado em outros estudos, cujos relatos também mostraram a capacidade da
K. alvarezii em agir contra micro-organismos patogénicos [37,15].

Em relagdo aos pardmetros zootécnicos observou-se que a taxa de crescimento
especifico (TCE) foi significativamente maior nos animais ndo suplementados ¢ do ponto de
vista econdmico, com a TCE pode-se observar o quanto os animais cresceram em relagdo ao
tempo em que receberam alimentagdo. Por ser um parametro importante para induastrias de
cultivo comercial e considerando que a alimentacdo dos animais ¢ o insumo mais caro na
criacdo de peixes, neste caso, o uso do aditivo, que seria um custo extra na alimentagdo, nao
influenciou positivamente, o que ndo justificaria a adi¢do do extrato com a intenc¢do de aumentar
o crescimento destes animais. Madibana [38] mostrou que a adi¢cdo de Ulva sp. na alimentagdo
proporcionou aumento do crescimento de peixes Argyrosomus japonicus, quando comparados
com grupo controle, que recebeu alimentacdo sem o aditivo, sem que os parametros
hematologicos fossem negativamente afetados. Isso pode indicar que existem outras algas mais
interessantes para serem estudadas com a finalidade de aditivo alimentar. O presente estudo nao
apresentou taxas de sobrevivéncia relevantes, possivelmente em decorréncia do comportamento
agressivo dos animais, apesar de outros estudos, a exemplo de Thanigaivel [39], sugerirem que
0 uso de macroalga, na forma de microencapsulados podem elevar as taxas de sobrevivéncia
em Oreochromis mossambicus. De maneira geral, os estudos demonstraram que macroalgas
podem ser benéficas ao desempenho zootécnico, quando incorporadas em alimentag¢do para
peixes. Além de peixes, camardes também ja foram testados com incorporacao de macroalga
na dieta e avaliados. Espécimes de Penaeus monodon, alimentados com dietas usando
Kappaphycus alvarezii e Gracilaria heteroclada na formulagdo, tiveram melhor taxa de
conversao alimentar e aumento de biomassa em relacdo a animais que ingeriram a dieta sem as
macroalgas [40].

A glicose ¢ um dos indicadores utilizados para avaliar o estresse em peixes € em
resposta a algum fator estressante ocorre sua elevagdo, para suprir a demanda energética em
situacdes desfavoraveis [41]. Neste estudo, apesar de haver diferenca significativa no valor de
glicose entre os tratamentos, todas as concentracdes mostraram resultado inferior ao
demonstrado por Ashour et al., 2020 [42], em que os tratamentos, incluindo o controle,
apresentaram resultados muito superiores em tildpias alimentadas com extrato de blend de
macroalgas, contendo Ulva lactuca (Chlorophyta), Jania rubens (Rhodophyta) e Pterocladia

capilacea (Rhodophyta). Estes resultados, somados a diferencas sem um padrao de
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concentragdes encontradas em leucocitos imaturos, pode indicar que os peixes estavam
saudaveis no momento da coleta. Além disso, segundo Ranzani-Paiva [26], leucocitos imaturos
podem também ser encontrados na circulagdo de peixes saudaveis.

A hemoglobina corpuscular média (HCM) mostrou diferenca significativa inferior nos
peixes alimentados com a menor concentracdo € os nao suplementados. Apesar de nao
apresentar diferenca, os valores de hemoglobina também se mostraram inferiores nestes
mesmos animais. A hemoglobina, encontrada nos eritrocitos ¢ a responsavel pelo transporte de
oxigénio, quando estes, combinados, formam a oxihemoglobina [43]. A combinagdo destes
resultados, com os baixos valores de glicose nos mesmos tratamentos, pode sugerir que 0s
peixes ndo passavam por situagdo de estresse, visto que, quando h4d um fator estressante os
valores de glicose podem aparecer mais altos e a taxa de respiracdo pode ser incrementada,
havendo necessidade de mais transporte de oxigénio, € possivel aumento na producdo de
hemoglobina. Em alguns parametros hematologicos que ndo mostraram diferenca significativa
(hematocrito, hemoglobina e total de eritrocitos), se notou valores similares em estudo com
tilapias-do-nilo alimentadas com incorporagdo de extrato da macroalga Ulva clathrata na ragao,
durante 45 dias [44].

As alteragdes histoldgicas apresentadas ndo foram observadas em todos os 6rgaos. No
figado dos peixes houve diminuig¢do da picnose no nticleo de todos os peixes tratados. O que
sugere que houve diminui¢do da apoptose celular no figado, pois a picnose ¢ um sinal de
condensa¢do da cromatina nuclear, e est4 relacionada com a morte celular [45].

Nota-se um pequeno aumento no numero de centros de melanomacrofagos nos animais
suplementados com Macroalgao sv € apesar de nao haver diferencga estatistica, também diminuiu
o numero de eritrdcitos nestes animais, quando comparados aos demais. Os centros de
melanomacrofagos presentes no bago sdo aglomeracdes pigmentadas de macréfagos que atuam
na defesa contra micro-organismos, em fun¢do da grande quantidade de células fagociticas
sendo também o principal 6rgao de destruicao de eritrécitos velhos [46].

No intestino dos peixes ndo suplementados houve aumento das células caliciformes,
porém nos peixes suplementados ndo houve padrdao nessa observacao. Entretanto, a presencga
de células caliciformes ¢ uma caracteristica de peixes teledsteos e estd associada a secrecdo de
células glicoproteicas, por isso sao conhecidas como “células secretoras de muco”. Em peixes,
o aumento dessas células pode indicar uma agressao, ou até mesmo influéncia da alimentagao
[47]. Nota-se, portanto, que a suplementacdo com macroalga ndo interferiu negativamente na

histomorfometria intestinal, sendo também um resultado interessante com estas concentragoes.
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2.5 CONCLUSAO

Concluiu-se que o extrato hidroalcoolico da macroalga Kappaphycus alvarezii nao
apresentou resultados que beneficiem a tilapia-do-nilo nas condi¢des do presente estudo. Nos
resultados apresentados ndo houve padrao de alteragdes para os diferentes tratamentos. Sugere-
se portanto, o teste de outras algas ou mesmo de outros tipos de extragdes para verificar a
influéncia da suplementacao na dieta com macroalga para tilapia-do-nilo. O resultado do teste
in vitro mostrou que o extrato nas concentragdes utilizadas tem influéncia sobre a inibigdo e

morte da bactéria Streptococcus agalactiae.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Diversos estudos em alimentacdao, com adi¢ao de suplementos naturais para animais
aquaticos de interesse na aquicultura, vem sendo apresentados nos ultimos anos, com o intuito
de melhorar a condi¢gdo imunoldgica dos animais e contribuir na absor¢cdo dos nutrientes
ingeridos. O uso de plantas terrestre ¢ mais comum de ser encontrado nestes estudos, porém, a
utilizagao de macroalgas vem aparecendo como uma alternativa para a utilizagdo do proprio
produto aquicola. Hoje ainda existem poucos estudos com a utilizagdo de metabolitos
secundarios provenientes de Kappaphycus alvarezii, possivelmente por essa alga ser mais
visada para extrac¢ao dos ficocolodides, que tem alto valor comercial e demanda mundial. Neste
estudo, acredita-se que o comportamento agressivo dos animais possa ter influenciado nos
resultados, pois houve perda consideravel de espécimes em algumas unidades experimentais.
Novos estudos poderiam ser feitos com diferentes tipos de extrato de Kappaphycus alvarezii,
mais especificos entre composto bioativos isolados, parametros hemato-imunolégicos e

analises histoldgicas, ou até mesmo com a utilizagdo de outras espécies de algas.
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