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RESUMO

Uma das espécies mais cultivadas no mundo ¢ a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
devido a qualidade de sua carne e rusticidade, o que a coloca em destaque no
desenvolvimento da aquicultura. Com o aumento ¢ a intensificacao dos cultivos, observa-
se o surgimento de doengas e mortandade dos peixes de cultivo, frequentemente causadas
por falhas no manejo, dietas de baixa qualidade e aumento da resisténcia bacteriana
devido a exposicao a antibioticos. A busca por alternativas naturais para tratar ou prevenir
doencas na piscicultura e minimizar os prejuizos causados por tratamentos quimicos tem
sido objeto de estudo nos ultimos anos. Por possuir metabdlitos secundarios com
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, a macroalga vermelha Kappaphycus
alvarezii pode substituir o uso de tratamentos quimicos. Durante esta pesquisa, objetivou-
se avaliar o efeito da inclusdo de diferentes niveis de farinha de K. alvarezii na dieta sobre
o desempenho zootécnico de juvenis de tilapia do Nilo por 60 dias, além de avaliar as
varidveis hematologicas, a resposta imune, a caracterizagdo das principais alteragdes
histopatologicas de alguns 6rgdos e a taxa de sobrevivéncia dos peixes frente ao desafio
da bactéria Pseudomonas aeruginosa por um periodo de 15 dias. Utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repetigdes,
considerando as diferentes concentra¢des de inclusdo da farinha da macroalga: 0,00%
(controle), 0,50%, 1,00%, 1,50% e 2,00%. Em relacdo ao desempenho zootécnico, ndo se
observaram diferengas entre os tratamentos (p>0,05). Quanto maior a concentracdo da
farinha da macroalga na alimentagdo das tilapias, menores foram as lesdes causadas nos
orgdos dos peixes (p<0,05). A inclusdo da farinha de K. alvarezii melhora a imunidade e
sobrevivéncia dos juvenis de tildpia quando desafiados com a bactéria P. aeruginosa.

Palavras-chave: Aquicultura; Imunidade; Sistema intesivo; Sobrevivéncia



ABSTRACT

USE OF MACROALGAE Kappaphycus alvarezii IN FOOD OF NILE TILAPIA
(Oreochromis niloticus) AND RESPONSES TO THE CHALLENGE OF
Pseudomonas aeruginosa

One of the most widely cultivated species in the world is the Nile tilapia (Oreochromis
niloticus), due to the quality of its meat and its hardiness, which makes it a key player in
the development of aquaculture. With the increase and intensification of farming, there
has been an emergence of diseases and mortality, often caused by management failures,
poor quality diets and increased bacterial resistance due to exposure to antibiotics. The
search for natural alternatives to treat or prevent diseases in fish farming and minimize
the damage caused by chemical treatments has been the subject of study in recent years.
Because it contains secondary metabolites with antioxidant and antimicrobial properties,
the red macroalga Kappaphycus alvarezii can replace the use of chemical treatments. The
aim of this study was to evaluate the effect of including different levels of K. alvarezii
flour in the diet on the zootechnical performance of juvenile Nile tilapia for 60 days, as
well as evaluating the hematological variables, the immune response, the characterization
of the main histopathological changes in some organs and the survival rate of the fish
when challenged with the bacterium Pseudomonas aeruginosa for a period of 15 days. A
completely randomized design was used with five treatments and four replicates,
considering the different concentrations of macroalgae meal: 0.00% (control), 0.50%,
1.00%, 1.50% and 2.00%. In terms of zootechnical performance, no differences were
observed between the treatments (p>0.05). It was observed that the higher the
concentration of macroalgae meal, the smaller the lesions caused to the fish organs
(p<0.05). The inclusion of K. alvarezii flour improve the immunity and survival of
juvenile tilapia when challenged with the bacterium P. aeruginosa.

Key Words: Aquaculture; Immunity; Intensive system; Survival.
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INTRODUCAO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus), ¢ originaria do continente
africano e tem sido cultivada desde os tempos do Egito Antigo (Amal; Zamri-Saad, 2011).
Atualmente, o Brasil ocupa o quarto lugar entre os maiores produtores dessa espécie,
ficando atras de Egito, India e China (Peixe BR, 2024). Em 2023, o Brasil alcangou uma
producgdo de 579.080 toneladas de tilapia, registrando um aumento de 5,28% em relacao
ao ano anterior. Essa produgao representou 65,3% do total nacional de pescado. Em 2022,
o mercado brasileiro contabilizou 550.060 toneladas de tilapia, correspondendo a 63,93%

da producao nacional (Peixe BR, 2024).

A piscicultura brasileira, inserida em um contexto de expansao e intensificagdo
da producao, tem se beneficiado de avangos nas técnicas de aquicultura. O aprimoramento
dos sistemas de cultivo, impulsionado pela busca por maior rentabilidade, exige aten¢do
redobrada a qualidade da agua, que ¢ diretamente influenciada pelas condigdes ambientais
do sistema de producdo. Em sistemas intensivos de cultivo, o estresse associado a altas
densidades de estocagem pode favorecer a proliferacio de patdgenos oportunistas
presentes na agua, no solo e no trato intestinal dos peixes, resultando em surtos de

doencas.

Nesse cenario, o cultivo de macroalgas tem surgido como uma estratégia
promissora para mitigar esses problemas. Reconhecidas por suas propriedades
antibacterianas, antitumorais e antioxidantes, as macroalgas tém demonstrado beneficios
significativos no manejo da qualidade da 4gua e na prevengao de doencas em sistemas de
aquicultura. Um exemplo notdvel ¢ a macroalga Kappaphycus alvarezii, cujas
propriedades bioldgicas tém sido amplamente estudadas e aplicadas com sucesso em

sistemas de cultivo (Lisboa, 2021).

Com o aumento da produ¢do e da densidade de estocagem, especialmente em
sistemas superintensivos, as praticas inadequadas de manejo tornam os peixes mais
suscetiveis a doencas. Condi¢des de estresse, combinadas a presenca de microrganismos
patogénicos no ambiente aqudtico, facilitam a ocorréncia de surtos de enfermidades,
como aquelas causadas por parasitas e bactérias. Essas doengas sdo responsaveis por altas

taxas de mortalidade na tilapicultura (Lisboa, 2021; Ali, 2021).
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O manejo inadequado, incluindo o transporte e as biometrias, também contribui
para a proliferacio de bactérias oportunistas, como aquelas das familias
Pseudomonadaceae, ~ Aeromonadaceae, Vibrionaceae,  Streptococcaceae e
Staphylococcaceae (Ali et al., 2021). Dentre essas, Pseudomonas aeruginosa, um bacilo
Gram-negativo, destaca-se por causar infec¢des graves em peixes submetidos a condigdo
de estresse. Tais infecgdes sdo caracterizadas por descamacgao, ulceragdes hemorragicas,
distensdo abdominal e exoftalmia. Em andlises patologicas, sdo frequentemente
observados enterites hemorragicas, hepatomegalia congestionada, aumento do baco e

necrose nos rins (Thomas et al., 2021).

Estudos recentes tém mostrado que a incorporacdo de farinha de Kappaphycus
alvarezii na alimentagdo de tilapias pode trazer beneficios significativos, como redugdo
da mortalidade ¢ aumento da resisténcia as doencas. Além de seu uso tradicional na
culinaria asiatica, essa macroalga apresenta propriedades imunomoduladoras,
antibacterianas e antioxidantes, o que a torna uma aliada valiosa para a aquicultura

(Sapuri, 2014; Rajauria, 2015; Ganesan-Rajauria, 2019; Lisboa, 2021; Gaona, 2022).

As pesquisas de Sapuri (2014), Lisboa (2021) e Gaona (2022) indicam que os
metabolitos bioativos presentes na Kappaphycus alvarezii, como carotenoides e
compostos fendlicos, fortalecem o sistema imunoldégico dos peixes, aumentando sua
resisténcia a desafios microbianos. A inclusdo de macroalgas na dieta dos peixes tem sido
associada ao aumento do numero de células de defesa e a redugdo das taxas de

mortalidade em condigdes de exposi¢ao a patdgenos (Sapuri, 2014; Lisboa, 2021; Gaona,

2022).

Assim, a avaliacdo dos efeitos da adi¢do de farinha de K. alvarezii na
alimentagdo de tilapias pode contribuir para aprimorar o desempenho zootécnico e a
resposta imunologica desses organismos frente a desafios patogénicos, como o causado
por P. aeruginosa. Esses resultados evidenciam o papel estratégico das macroalgas no

fortalecimento da piscicultura sustentavel.
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1. OBJETIVOS

1.1 GERAL
Avaliar os efeitos da inclus@o de farinha de macroalga Kappaphycus alvarezii
na alimentacdo de tilapias Oreochromis niloticus, com foco no desempenho zootécnico
e na resposta imunoldgica ao desafio causado pelo agente patogénico Pseudomonas

aeruginosa.

1.2 ESPECIFICOS

e Analisar o desempenho zootécnico de tilapias (O niloticus) alimentadas com dietas
contendo diferentes concentragdes de farinha de Kappaphycus alvarezi;

e Avaliar as variaveis hematologicas, como a contagem de células sanguineas e a
resposta imunoldgica, além das taxas de sobrevivéncia das tilapias submetidas ao
desafio bacteriano com Pseudomonas aeruginosa,

e (aracterizar as principais alteragdes histopatologicas em orgdos das tilapias expostas

ao desafio bacteriano com Pseudomonas aeruginosa, como figado, rim e bago.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO MUNDIAL DA PESCA E AQUICULTURA

De acordo com Silva (2023) e a FAO (2022), a producdo global de produtos
aquaticos alcangou 122,6 milhdes de toneladas. Deste total, 87,5 milhdes de toneladas
foram compostas por animais aquaticos, avaliados em 264,8 milhdes de ddlares, enquanto
35,1 milhdes de toneladas corresponderam a producdo de algas, com valor estimado em

16,5 milhdes de dolares.

Esse panorama reflete a crescente demanda por produtos pesqueiros,
evidenciada pelo consumo global de 20,2 kg per capita entre 2020 e 2022, mais do que o
dobro da média registrada na década de 1960. Esse crescimento no consumo esta
intrinsecamente ligado a geracdo de empregos, ja que cerca de 58,5 milhdes de pessoas
trabalham diretamente na pesca extrativista e na aquicultura, enquanto aproximadamente
600 milhdes dependem economicamente do setor aquicola. Entretanto, o comércio
internacional do setor enfrentou desafios significativos nos ultimos anos, ja que devido a
pandemia da COVID-19 houve uma reduc¢do de 151 milhdes de doélares em 2020,
destacando a vulnerabilidade da cadeia global de suprimentos pesqueiros (Ximenes;

Vidal, 2023; FAO, 2022).

A aquicultura possui grande potencial para a alimentagao e nutri¢ao da crescente
demanda da populagdo mundial, porém se faz necessario a busca por uma produ¢ao mais
sustentavel. Em 2020, o valor da producao aquicola mundial foi de 281.500 milhdes de
USD. A producio da aquicultura aumentou em todas as regides exceto na Africa, devido
ao descenso em paises de maior produgdo, como Egito até 3,12% em 2020 e Nigéria de
0,51%. Em outros paises do continente africano houve crescimento de 14,5% em
comparagdo ao ano 2019. A Asia continua na frente, dominando a aquicultura com 91,6%

do total da producao nas estatisticas segundo FAO (2022).

Em 2020, o valor da produg¢do aquicola mundial foi de 281,5 milhdes de dolares.
Apesar de seu crescimento em quase todas as regides, houve declinio na Africa,
especialmente em paises como o Egito (redugdo de até 3,12% em 2020) e a Nigéria
(redugdo de até¢ 0,51%). Em contrapartida, outras nacdes africanas apresentaram um

aumento de 14,5% em comparagdo ao ano de 2019. A Asia, no entanto, continua a
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dominar o setor, representando 91,6% da producao total, conforme apontado pela FAO

(2022).

2.2 PRODUCAO BRASILEIRA DE PEIXES

O setor aquicola brasileiro tem registrado crescimento constante, alcangando
uma produgdo de 860.355 toneladas em 2022, conforme dados da Associagao Brasileira
da Piscicultura (Peixe BR, 2023). Nesse contexto, Ramos (2022) destaca que, apesar dos
desafios impostos pela pandemia de COVID-19 entre 2020 e 2021, o Brasil conseguiu
produzir 841.005 toneladas de peixes de cultivo, crescendo 2,3% em 2022 em relagao ao

ano anterior (Ramos, 2022; Peixe BR, 2023).

Segundo Medeiros (2023), o ano de 2022 foi marcado por oscilagdes
significativas nos pregos pagos aos produtores de tilapia. O primeiro semestre foi
marcado por uma queda nos precos, o que resultou em uma redug¢do na oferta e na
producdo de peixes no mercado. No entanto, a segunda metade do ano trouxe uma
recuperagdo significativa, com um aumento consideravel nos precos pagos aos
produtores, especialmente entre os meses de agosto e dezembro. Esse periodo se destacou
pela maior série historica de remuneracdo semanal, demonstrando a capacidade de
adaptacdo do mercado e a importancia da tildpia na economia da aquicultura nacional

(Medeiros, 2023; Ximenes; Vidal, 2023).

Paralelamente a essa oscilacdo nos pregos, o aumento dos custos de produgao
também representou um impacto para todas as cadeias de proteina animal, incluindo a
piscicultura. O custo da racdo, que ¢ o maior gasto na cadeia de producdo, sofreu altas

significativas, afetando diretamente as margens de lucro dos produtores (Peixe BR, 2023).

Apesar desses desafios, o Brasil segue apresentando niimeros positivos. Em
2022, o pais registrou uma producao de 887.029 toneladas de peixes de cultivo, marcando
um crescimento de 3,1% em relagdo ao ano anterior (Silva, 2023). Esse resultado reflete
os esforgos continuos da industria e das associacdes de piscicultura para fortalecer e
valorizar a cadeia produtiva, consolidando o Brasil como um dos principais atores no
mercado de peixe de cultivo. No entanto, a participacdo do Brasil nas exportagdes de
peixe de cultivo ainda ¢é limitada, o que implica que grande parte da producdo seja

direcionada ao consumo interno. Atualmente, o consumo médio per capita no pais € de
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142 4,35 kg de peixe por ano, o que demonstra um mercado interno robusto, com grande
143 potencial de crescimento nos proximos anos (Santos, 2023; Peixe BR, 2023; Dos Santos

144  etal.,2023).

145

146 2.3 A TILAPIA (Oreochromis niloticus)

147

148 A tilapia, pertencente a familia Cichlidae e cientificamente denominada

149  Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758, € originaria do continente africano (Figura 1). Seu
150  cultivo teve inicio no o Egito Antigo, sendo reconhecida historicamente pelo
151  confinamento e criacdo no rio Nilo. Trata-se de um animal diurno, que, em seu estado
152  selvagem, habita uma ampla gama de ambientes aquaticos, tanto lénticos quanto loticos,

153  incluindo rios caudalosos.

154

155  Figura 1 - Espécie Oreochromis niloticus. Fonte: Adaptado de FAO (2005-2024).

156

157 A espécie ¢ onivora, alimentando-se de fitoplancton, pequenos invertebrados
158  flutuantes, fauna bentdnica e cepas bacterianas presentes nos detritos. As fémeas sdo
159  oviparas e possuem a caracteristica de realizar a incubacdo bucal dos ovos apos a desova
160  (Gonzales, 2023). A classificacdo taxonomica dessa espécie, conforme descrita por

161  Linnaeus (Tabela I).
162
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Tabela I - Taxonomia da tilapia do Nilo

Categoria Descrigao

Reino Animalia

Filo Chordata

Classe Actinopterygii

Ordem Perciformes

Familia Cichlidae

Género Oreochromis

Espécie Oreochromis niloticus

Fonte: Adaptado de Linnaeus (1758).

A O. niloticus mais conhecida como tilapia, ¢ um membro significativo da
familia Cichlidae. Anatomicamente, espécie distingue-se pela coloragdo cinzenta em sua
regido dorsal, que gradualmente desbota para tons rosados nas laterais, sendo marcada
por 7 a 12 listras verticais escuras na nadadeira caudal. Além disso, apresenta um evidente
dimorfismo sexual, com as fémeas geralmente menores do que os machos, especialmente
em relacdo ao comprimento da nadadeira caudal. Durante o periodo reprodutivo, as
nadadeiras da espécie adquirem tonalidades avermelhadas, o que reforga seu carater

sazonal (Hernandez et al., 2014).

No que se refere a sua morfologia, a espécie apresenta um corpo comprimido
lateralmente, e a profundidade de seu pedunculo caudal ¢ proporcional ao comprimento
do corpo. Suas escamas sdo cicloides, e a superficie dorsal do focinho ndo apresenta
saliéncia. A mandibula superior, em termos de comprimento, ndo apresenta diferencas
entre machos e fémeas. O primeiro arco branquial contém entre 27 e 33 filamentos
branquiais, e a linha lateral ¢ interrompida. Ja a nadadeira anal possui espinhos macios e
rigidos continuos, contando com trés espinhos e 10 ou 11 raios. A nadadeira caudal ¢
truncada, enquanto a dorsal se caracteriza por uma série de linhas pretas e espinhos rigidos

(FAO, 2024).
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A introducido da tilapia do Nilo em diversos paises, com climas que variam do
tropical ao temperado, nas ultimas cinco décadas, ressalta sua importancia econdmica e
ecologica. Sua disseminagdo global ¢ atribuida a significativa contribui¢do para a
producao de alimentos, controle da flora aquatica, atividades pesqueiras e utilizagdo como
organismo modelo em pesquisas cientificas (Gonzales, 2023). E notério que o aumento
da escalada na criacdo da tilapia, e a crescente demanda pelo seu consumo, estd
diretamente associada as suas caracteristicas favoraveis, como a auséncia de espinhas
intramusculares, facilidade de filetagem, sabor agradavel e preco acessivel, fatores que a

tornam altamente valorizada no mercado consumidor (Lisboa, 2021).

Quanto a viabilidade econdmica, a produgdo de tildpias ¢ particularmente
rentdvel em paises de clima tropical e subtropical, cujas condig¢des térmicas favorecem o
desenvolvimento da espécie. Nesses locais, os custos de producao situam-se entre 0,55 e
0,65 USD/kg, valores competitivos no comércio internacional, especialmente com os
Estados Unidos, o maior importador da espécie. Em 2004, os EUA importaram cerca de
227.300 toneladas de tilapia, incluindo peixes inteiros congelados, filés frescos e
congelados. Em contrapartida, em paises de clima temperado, os custos de producgdo

tornam-se proibitivos, dificultando a competitividade nesses mercados (FAO, 2024).

No cendrio brasileiro, a piscicultura ¢ uma das atividades de produ¢do animal
que mais cresce, destacando-se como importante fonte de geracdo de renda, empregos e
seguranca alimentar. Em 2021, a producao nacional cresceu 18,71% em relagao a 2020,
saltando de 71.512 para 84.893 toneladas. A piscicultura em 4dguas da Unido representou
15,19% da produg¢do nacional de peixes, que totalizou 559 mil toneladas, gerando um
valor aproximado de R$ 4,7 bilhdes. A regido Sul é a maior produtora de peixes em
cativeiro no pais, contribuindo com 35,42% da producdo, enquanto as demais regides

participam com indices entre 13% e 18% (Ximenes; Vidal, 2023).

Vale ressaltar que, dentre as espécies cultivadas no Brasil, a tilapia se destaca
como a mais representativa, concentrando 64,63% da producao nacional, o que equivale
a 351 mil toneladas. Além disso, ¢ a espécie mais remunerada, gerando R$ 2,75 bilhdes,
correspondendo a 54,47% da renda total da piscicultura. Esses niimeros refletem o
excelente desempenho da tilapia nos diferentes sistemas de produgao e ambientes do pais.
A facilidade no manejo nutricional e reprodutivo também favorece sua ampla
disseminag¢do e consolidagdo como espécie-chave para a aquicultura brasileira (Ximenes;

Vidal, 2023).
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2.4 O USO DE ADITIVOS NA NUTRICAO DAS TILAPIAS

A producdo de peixes em sistemas intensivos, caracterizada por alta densidade
de estocagem, pode levar a alteragdes significativas na qualidade da dgua. Esse cenério
contribui para o aumento de material organico e, consequentemente, para a elevagido dos
niveis de nitrogénio amoniacal, sulfatos e ureia. Esses elementos favorecem a colonizacao
de microrganismos, como bactérias e fungos, intensificando o processo de eutrofizagao.
Tal condicao resulta em maior concentragdo de CO: e aumento na demanda por oxigénio,
devido a elevada carga bacteriana, que, além de consumir o oxigénio dissolvido, emite

gases metabolicos proprios (De Souza, 2023).

Além disso, o manejo intensivo e o transporte frequente dos peixes podem
induzir ao estresse, acarretando implicagdes negativas no desempenho produtivo. A
utilizacao de antibidticos e vacinas, embora contribua temporariamente para a imunidade,
pode levar ao desenvolvimento de patdgenos mais resistentes, dificultando o controle de
doencas no longo prazo. Esses desafios enfatizam a necessidade de abordagens

alternativas para a saide e o manejo dos peixes (De Souza, 2023).

Nesse contexto, o uso de aditivos alimentares surge como uma estratégia
profilatica promissora na aquicultura. Compostos bioativos como flavonoides,
terpenoides, alcaloides, saponinas e esteroides apresentam  propriedades
imunoestimulantes, fortalecendo o sistema imunologico dos peixes e aumentando sua
resisténcia inata e adquirida contra patdgenos. Esses aditivos, geralmente derivados de
fontes naturais, também tém sido associados a melhoria geral da satde dos peixes quando

incorporados a dieta (De Souza, 2023; Sapuri, 2014).

De acordo com De Souza (2023), o uso de imunoestimulantes contribui
significativamente para a melhoria do desempenho produtivo, reduzindo o estresse e
aumentando a resisténcia as doencas. Além disso, esses compostos promovem uma
melhor saude gastrointestinal, otimizando a absor¢do de nutrientes da ragdo e,
consequentemente, favorecendo o crescimento e o desenvolvimento dos peixes. Dessa
forma, o estudo e a aplicagdao de aditivos alimentares alternativos aos antibidticos se
mostram cada vez mais essenciais para a sustentabilidade e o avango da piscicultura

moderna.



251
252
253
254
255

256
257
258
259
260
261
262
263
264
265

266
267
268
269
270
271
272

273
274
275
276
277
278
279
280
281
282

20

Pesquisas realizadas por Sapuri (2014) e Sakthivel et al. (2015) destacam a
macroalga Kappaphycus alvarezii como uma alternativa viavel para a nutricdo de peixes.
Além disso, ela ¢ rica em polissacarideos, flavonoides, taninos, saponinas e desempenha
funcdes antibacterianas importantes, como a inibicdo da sintese proteica de bactérias, o

que contribui para uma aquicultura mais segura e sustentavel.

Segundo Erwin (2015), a K. alvarezii representa uma op¢ao imunoldgica para
promover a sobrevivéncia de tilapias por meio da alimenta¢do, mas ndo como ingrediente
proteico. Tilapias alimentadas com a dieta controle, que incluia farinha de peixe,
apresentaram, segundo os resultados da pesquisa, taxa de crescimento especifico diario
de 0,94 + 0,14%, enquanto aquelas alimentadas com uma dieta contendo 5% de K.
alvarezii alcangaram 0,52 + 0,17%. Observou-se reducdo acentuada na taxa de
crescimento a medida que a concentragdo de K. alvarezii aumentava, atingindo 0,06 +
0,04% com a inclusdo de 20% dessa macroalga. A conversao alimentar foi melhor na
dieta controle (0,31 £+ 0,02) e menos eficiente no tratamento com 20% de K. alvarezii,

que alcangou 0,45 + 0,03.

Quanto a sobrevivéncia, o controle apresentou o melhor resultado de 80,00 +
0,00%, seguido pelo tratamento com 5% de K. alvarezii, que registrou 76,67 + 0,06%, e
pelo tratamento com 20%, que demonstrou 63,33 £+ 0,06%. Dessa forma, os dados
revelam que o controle foi significativamente superior em comparagdo aos tratamentos
com maiores concentragdes de K. alvarezii. Testes estatisticos confirmaram que a
sobrevivéncia no controle diferiu de forma significativa em relagdo aos demais

tratamentos, conforme relatado por Erwin (2015).

Adicionalmente, no estudo realizado Erwin (2015), a tilapia foi alimentada com
diferentes proporcdes de farinha de K. alvarezii, em substituicdo parcial a farinha de
peixe. O tratamento controle ndo incluia farinha de algas, enquanto as dietas
experimentais apresentavam concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20% de farinha de K.
alvarezii. Os resultados mostraram que o desempenho inicial foi mais promissor com a
inclusdo de 5% de farinha de macroalga, alcangando uma taxa de sobrevivéncia de 76,7%.
Contudo, a medida que a proporcao de farinha de macroalga aumentava, observou-se uma
reducdo progressiva tanto no desempenho quanto na sobrevivéncia dos peixes, indicando
maior dificuldade no aproveitamento das dietas com concentracdes superiores de K.

alvarezii.
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Vale ressaltar, que alternativas como a farinha de insetos também tém ganhado
destaque na substitui¢ao da farinha de peixe. Rapatsa et al. (2016) demonstraram que a
farinha da lagarta mopane (Imbrasia belina), rica em proteinas e amplamente disponivel
em paises africanos, pode substituir até 60% da farinha de peixe na dieta de tilapias,

oferecendo um perfil nutricional equilibrado e alta digestibilidade.

Além disso, estudos recentes, como o de Rehan et al. (2024), investigaram a
eficacia do o6leo de orégano como suplemento alimentar na dieta da tilapia do Nilo.
Quando administrado em propor¢ao de 10 ml/kg de ragdo durante 28 dias, o dleo
promoveu melhorias significativas na imunidade dos peixes, especialmente ao enfrentar
patdégenos como Pseudomonas aeruginosa. Outros 6leos essenciais, como o de Panax
ginseng ¢ de coentro (Coriandrum sativum), também demonstraram potencial em
intensificar a resposta imunologica e aumentar a resisténcia contra doengas bacterianas,

como a causada por Aeromonas hydrophila.

2.5 CARACTERIZACAO DO USO DA MACROALGA Kappaphycus alvarezii

A macroalga K. alvarezii, pertencente ao grupo das algas Rhodophyta, ¢
composta por organismos multicelulares, ndo vasculares e fotossintéticos que contém
clorofila. Sua estrutura reprodutiva simples e composi¢do quimica variam de acordo com
a espécie, o habitat e as condigdes ambientais. Ha registros de que, ha mais de 14 mil
anos, o ser humano se beneficia dessas algas, utilizando-as como alimento, medicamento

€ como um componente essencial na aquicultura multitrofica integrada (Lisboa, 2021).

Entre as diversas aplicagdes comerciais da K. alvarezii, destaca-se a produgao
de carragenana, um hidrocoloide de elevado valor econdomico. De acordo com Webber et
al. (2010), a carragenana ¢ composta por galactanas naturais extraidas de algas vermelhas,
sendo constituida por polissacarideos de alto peso molecular que incluem unidades
repetidas de galactose e 3,6-antidrogalactose unidas por ligacdes glicosidicas, conhecidas
como carragenanas o-(1-3) e B-(1-4). Juntamente com os alginatos e agares, as
carragenanas integram o grupo dos ficocoldides, que sdo substancias biopoliméricas
complexas de grande relevancia industrial (Webber ef al., 2010). Além de seu uso como
fonte de carragenana, a K. alvarezii também possui propriedades imunoestimulantes que

tém sido amplamente investigadas em estudos recentes. Conforme Polese (2021), essa
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alga demonstra eficacia na promogao da saude de peixes em cultivos, destacando-se como

uma alternativa promissora para melhorar a sobrevivéncia e o bem-estar dos peixes.

No ambito da preservagdo e prolongamento da vida util do pescado, Sapuri
(2014) enfatiza a importancia de encontrar alternativas naturais aos conservantes
sintéticos, especialmente em razdo das crescentes preocupagdes com a seguranca
alimentar. Ingredientes naturais, como os compostos presentes na K. alvarezii, possuem
propriedades antibacterianas e antioxidantes que inibem o crescimento de

microrganismos prejudiciais, tornando-os mais seguros para o consumo humano.

Complementando essa perspectiva, pesquisas conduzidas por Nagarani,
Kumaraguru (2013) e Prabha et al. (2013) identificaram compostos bioativos, como
alcaloides, flavonoides, esteroides e taninos, nas algas vermelhas, confirmando suas
propriedades antimicrobianas. Os flavonoides, por exemplo, atuam formando complexos
com proteinas extracelulares, dissolvendo membranas celulares bacterianas e interferindo
na sintese de DNA e RNA, como destacado por Cushnie; Lamb (2005) e Sapuri (2014).
Os taninos, segundo Siregar et al. (2012), apresentam um mecanismo de acao baseado na
interacao entre a polaridade dos lipidios da c€lula bacteriana e os grupos hidroxila. Essa
interagdo causa danos as membranas celulares e alteracdes na permeabilidade celular,
resultando na morte bacteriana (Ajizah, 2004). De maneira similar, os esteroides
presentes na K. alvarezii demonstram potencial antibacteriano, conforme os estudos de
Siregar et al. (2012) e Sapuri (2014). Esses compostos interferem na sintese de proteinas
bacterianas ao se acumularem e alterarem os constituintes da célula bacteriana, resultando

na interrup¢ao do crescimento e, eventualmente, na morte das bactérias.

Seguindo com os estudos de Sapuri (2014), os compostos alcaloides, por sua
vez, atuam no peptidoglicano da parede celular bacteriana, impedindo sua formagao
completa e causando lise celular. Esses compostos, ricos em nitrogénio, interagem com
aminoacidos da parede celular e com o DNA bacteriano, promovendo danos irreversiveis
as células. Por ultimo, as saponinas, de acordo com Ngajow et al. (2013) se assemelham
ao sabdo, por serem compostas por fortes ativos que causam espuma quando esfregados
na agua. Elas se destacam por sua ag¢do ativa, que reduz a tensao superficial da membrana
celular, resultando em vazamentos intracelulares e no rompimento das membranas. Essa
caracteristica faz com que elas sejam amplamente utilizadas como agentes

antimicrobianos em diversas aplicagdes (Sapuri, 2014; Ngajow et al., 2013).



347
348
349
350
351

352

353
354

355
356
357
358
359
360

361
362
363
364
365

366
367
368
369
370
371
372
373

374
375
376
377
378

23

Diante do cenario de aumento na demanda por ingredientes para ragdes, Polese
(2019) ressalta que a farinha de peixe, amplamente empregada como fonte de proteina na
aquicultura, possui alto valor nutritivo, mas seu elevado custo tem impulsionado a busca
por alternativas vidveis e sustentaveis. Nesse contexto, a K. alvarezii se apresenta como

uma solu¢do promissora, unindo beneficios econdomicos e biologicos.

2.6 RESPOSTAS IMUNOLOGICAS NA TILAPICULTURA

A tildpia do Nilo tornou-se amplamente conhecida em praticamente todo o
territorio brasileiro, consolidando-se como a espécie de destaque na aquicultura nacional
(Kubitza, 2004). De acordo com Scorvo-Filho ef al. (2010), o Brasil ocupa uma posi¢cao
relevante como fornecedor de frutos do mar no mercado global, aproveitando suas
condi¢des aquaticas e ambientais favoraveis para expandir a produ¢ao, a0 mesmo tempo

em que busca evitar os erros ambientais observados em outras regides (Guimaraes, 2011).

Pode-se afirmar que a popularidade da tilapia deve-se, principalmente, a sua alta
qualidade como alimento, sendo reconhecida como uma excelente fonte de nutrigdo em
diversas partes do mundo (Ranzani-Paiva et al. 2004). No entanto, desafios relacionados
ao transporte e a qualidade da 4agua tém aumentado os riscos a satde desses peixes,

resultando em maior estresse e maior susceptibilidade a doengas.

Os sistemas intensivos de criagdo, amplamente utilizados na piscicultura,
caracterizam-se por altos rendimentos por unidade de area, controle alimentar rigoroso e
monitoramento constante das condigdes sanitdrias. Apesar das vantagens produtivas,
esses sistemas frequentemente expdem os peixes a altas densidades populacionais, o que
pode intensificar o estresse e comprometer o desempenho dos animais (Lima et al., 2006;
Guimaraes, 2011). Estudos revelam que alteragdes nos niveis de proteina nas dietas
podem influenciar pardmetros hematologicos, embora ndo tenham identificado prejuizos

significativos ao sistema imunologico dos peixes (Guimaraes, 2011).

Nesse contexto, investigacdes recentes t€ém buscado alternativas para mitigar o
impacto de patdogenos na tildpia. Segundo Rehan et al. (2024), foram conduzidos
experimentos envolvendo a inclusdo de 6leo de Origanum vulgare e florfenicol na dieta
de tilapias, as quais foram desafiadas com Pseudomonas aeruginosa. Nas observagoes,

constatou-se que as taxas de mortalidade foram elevadas, especialmente no grupo
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controle, que ndo recebeu o 6leo de Origanum vulgare. Este grupo, assim como 0s grupos
tratados com diferentes concentragdes de 6leo, também foi desafiado com Pseudomonas
aeruginosa. Apesar de haver mortalidade em todos os grupos, esta foi significativamente
menor nos que receberam o 6leo de Origanum vulgare e florfenicol, em comparacdo com
o grupo controle. Além disso, foram observadas diferengas na contagem de leucocitos
entre os grupos avaliados (controle, 6leo de Origanum vulgare, florfenicol e a
combina¢do de ambos). Os grupos tratados com 6leo de Origanum vulgare e com a
combinag¢do de d6leo de Origanum vulgare e florfenicol apresentaram um aumento no
nimero de neutrdfilos, enquanto o grupo controle apresentou uma quantidade menor
dessas células, evidenciando uma possivel influéncia positiva dos tratamentos sobre a

resposta imunoldgica das tilapias.

De forma complementar, Ali et al. (2021) avaliaram o efeito da cefotaxima
sodica no tratamento de tilapia do Nilo infectadas com P. aeruginosa. A administragdo
intraperitoneal do antibidtico resultou na menor taxa de mortalidade entre os grupos
analisados, destacando-se como uma alternativa eficaz no manejo de doengas subclinicas
e na protecao de peixes saudaveis. Além disso, pardmetros fisioldgicos, como niveis de
creatinina, ureia e acido urico, apresentaram melhorias significativas, refor¢ando a

eficacia do tratamento.

No que diz respeito as respostas fisiologicas ao estresse, peixes submetidos a
situacoes adversas demonstram liberagao de cortisol ¢ adrenalina, decorrentes da ativacao
do eixo hipotaldmico-pituitario-interrenal e do sistema simpatico-cromafim (Okamura et
al., 2007). Esses hormonios sdo marcadores primarios do estresse € podem impactar

diretamente a saude e o desempenho dos animais.

Nesse cendrio, a andlise hematologica em peixes torna-se uma ferramenta
fundamental para investigar as respostas fisiologicas a doengas e condi¢des adversas.
Ranzani-Paiva et al. (2004) destacam a importancia de estudos hematoldgicos para
compreender a interagao entre os estados de saude e os desafios impostos por patogenos.
Examinar os elementos sanguineos e suas fun¢des fornece informagdes valiosas sobre o
bem-estar dos peixes e contribui para o desenvolvimento de estratégias eficazes no

manejo sanitario (Azevedo et al., 2006; Guimaraes, 2011).
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2.7 Pseudomonas aeruginosa

Descrita inicialmente por Schroeter em 1972, a Pseudomonas aeruginosa ¢ um
membro da ordem Pseudomonadales, pertencente a familia Pseudomonadaceae e ao
género Pseudomonas (Ozen, 2012; Gongalves; Goulart, 2021). Essa bactéria é
caracterizada como um bacilo Gram-negativo cuja membrana externa ¢ composta por
proteinas, lipopolissacarideos e fosfolipidios (Liang et al., 2011; Gongalves; Goulart,

2021).

E importante ressaltar que se trata de um microrganismo estritamente aerdbico,
ndo esporulado, que pode ser encontrado sob a forma de células isoladas, em pares ou em
cadeias curtas. Possui um flagelo polar monotriquio que lhe confere mobilidade
(Gongalves; Goulart, 2021). Essa caracteristica, associada a sua estrutura e metabolismo,
refor¢a sua adaptabilidade. Além disso, a P. aeruginosa se destaca por sua capacidade de
produzir pigmentos fluorescentes, como pioverdina, piocianina, piorrubina e
piomelanina, que auxiliam na identificacdo das espécies desse género bacteriano

(Mandell et al., 2000; Gongalves; Goulart, 2021).

Metabolicamente, a P. aeruginosa nao fermenta carboidratos, mas apresenta
uma série de atividades enzimadticas, como a producdo de citocromo-oxidase, arginina
desidrolase e ornitina descarboxilase. Além disso, em condi¢des anaerobicas, € capaz de
utilizar nitrato como substituto do oxigénio (Arai, 2011; Daddaoua et al., 2009). Essa
versatilidade metabdlica, aliada a ampla distribuicdo geografica, caracteriza a espécie
como um patdgeno oportunista, sendo a mais virulenta do género devido a fatores como
a producdo de fimbrias para aderéncia as células hospedeiras, sintese de polissacarideos
(alginato), produgdo de toxinas extracelulares e presenga de lipopolissacarideos (LPSs),

que atuam como endotoxinas (Mayhall, 1996; Gongalves; Goulart, 2021).

Com distribuicdo cosmopolita, a P. aeruginosa integra a microbiota normal de
plantas e animais e pode causar infec¢des tanto em individuos na comunidade quanto em
ambientes hospitalares (Murray, 1999; Fuentefria, 2008). Em especial, ambientes
hospitalares frequentemente abrigam cepas multirresistentes, capazes de causar desde
infeccdes superficiais na pele até quadros graves, como sepse fulminante (Murray, 1999;

Gongalves; Goulart, 2021).
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Pupo (2006), afirma que os sistemas de criacdo intensiva de peixes caracterizam-
se pelo fornecimento controlado de ragao e pela alta densidade de estocagem nos tanques,
com o objetivo de otimizar o processo produtivo. Um aspecto crucial nesse contexto € o
uso de ragdes com altos niveis de proteina, especialmente para espécies carnivoras na fase
de alevinos, em que a porcentagem de proteina bruta pode alcangar até 40%. Entretanto,
o excesso de ragdo nos tanques de cultivo pode levar ao acimulo de matéria organica
dissolvida na 4gua, o que cria um ambiente favordvel ao desenvolvimento de

microrganismos.

Ainda de acordo com Pupo (2006), esses sistemas também sao descritos pelo
arragoamento e maior densidade de estocagem de peixes nos tanques, objetivando a
otimizagdo do processo produtivo. Nesse caso, se faz necessario notar que as ragdes para
peixes podem contar com altos niveis de proteina; em espécies carnivoras na fase de
alevinos, essa proteina bruta na racdo pode chegar a até 40%. Essa dindmica impacta
directamente a diversidade da microbiota, modulando-a em funcdo das condi¢des
ambientais. O mesmo autor também salienta que a microbiota aquatica estaria
intimamente relacionada, tanto quantitativa quanto qualitativamente, aos parametros
fisico-quimicos e microbiologicos do ambiente. Nesse cenario, bactérias dos géneros
Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas e Vibrio destacam-se como 0s microrganismos
mais adaptados ao ambiente aquatico, contribuindo para a composi¢do da microbiota

tipica desses sistemas de cultivo.

Esses microrganismos, integrantes da microbiota da 4gua, pele, branquias e
intestino dos peixes, sdo considerados oportunistas. Assim, desequilibrios nos sistemas
bactéria-hospedeiro-ambiente podem resultar em epizootias. No caso especifico da P.
aeruginosa, a multirresisténcia estd frequentemente associada a presenca de enzimas
especificas e a mutagdes, que podem ocorrer isoladamente simultaneamente (Kohler,
1999). Apesar disso, o controle e a eliminagdo de infecgdes por essa bactéria geralmente
envolvem o uso de farmacos pertencentes aos grupos dos p-lactamicos, aminoglicosideos,

polimixinas e fluoroquinolonas (Tortas, 2009; Gongalves; Goulart, 2021).
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2.8 PARAMETROS HEMATOLOGICOS PARA A SAUDE DOS PEIXES

Sabe-se que a intensificacdo da producdo aquicola pode acarretar problemas
sanitarios, como a ma qualidade da agua, que ¢ frequentemente composta por agentes
estressantes capazes de provocar a depressao dos mecanismos de defesa do organismo
dos peixes. Essa condi¢do aumenta a susceptibilidade dos animais a diferentes doencas,

resultando em perdas significativas na producio (Guimaraes, 2021).

De acordo com Guimaraes (2021), as avaliagdes hematoldgicas baseiam-se em
pesquisas realizadas em diferentes condi¢cdes dentro de uma éarea geografica especifica.
Nessas analises, observa-se que os peixes criados em tanques-rede, situados em represas
ou areas extensas como lagoas, apresentam condi¢des naturais mais favoraveis, com
constante troca de oxigénio e outros elementos essenciais. Em contrapartida, em tanques
escavados, os peixes aumentam o nimero de hemécias como uma adaptacao para otimizar
a absorcao de oxigénio na dgua. Além disso, ha um aumento nos leucdcitos, uma vez que
as condigdes do ambiente, incluindo a temperatura da 4gua, o espaco limitado e a presenca
de matéria organica, impactam de forma significativa, exigindo uma resposta

imunoldgica mais robusta para que os peixes possam crescer de maneira saudavel

(Guimaraes, 2021).

Ao avaliar o rendimento do crescimento dos peixes por area de cultivo, o
controle da alimentacdo destaca-se como um fator essencial para a observagdo sanitaria
em sistemas de cultivo intensivo. Muitas atividades relacionadas ao manejo, manuseio e
transporte dos peixes podem causar estresse, elevando o risco de infec¢des por patdgenos
oportunistas. Além disso, dietas com altos niveis de proteina, embora fundamentais para
o crescimento, podem alterar variaveis hematoldgicas sem necessariamente favorecer o

sistema imunolégico dos peixes (Okamura et al., 2007).

Os dados hematimétricos, amplamente utilizados em cuidados médicos de
humanos e mamiferos domésticos, t€m se tornado uma pratica cada vez mais comum em
animais de produ¢do, como na tilapicultura. O estudo hematimétrico ¢ reconhecido como
uma ferramenta importante para o diagnostico de doengas, especialmente quando
combinado com analises histopatologicas. As técnicas utilizadas em mamiferos vém
sendo adaptadas e aplicadas aos peixes, com modificagdes que permitem avaliar tanto a

produgdo quanto o estado de saude das populagdes em criacdo (Ishikawa et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 APROVACAO CEUA

A referida pesquisa foi aprovada pela comissio de Etica de Uso de animais
(CEUA) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), conforme o protocolo N°
034/2023, no dia 22/11/2023.

3.2 ANIMAIS E INFRAESTRUTURA

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC),
no Laboratorio de Nutrigdo de Organismos Aquaticos—AQUANUT, com duragdo de 75
dias, no municipio de Ilhéus, Bahia, Brasil (latitude 14° 47' 20" S, longitude 39° 02' 58"
W). Foram utilizados 374 juvenis de tilapia do Nilo, provenientes do Laboratorio
Aguavale Piscicultura S.A., localizado em Itubera-BA. Esses peixes foram inicialmente
distribuidos em quatro tanques de quarentena, com capacidade de 1 m? cada, onde
permaneceram por 15 dias. O sistema utilizado foi de recirculagao de agua, equipado com
filtro bioldgico e aeragao for¢ada. Durante esse periodo, os peixes foram alimentados com
racdo comercial contendo 32% de proteina bruta, com granulometria de 1,6 mm,

fornecida trés vezes ao dia, nos horarios de 8h, 12h e 16h.

Para a execug¢do do ensaio biologico, foram montados 20 tanques circulares com
capacidade de 310 L cada, sendo cada tanque considerado uma unidade experimental.
Foram selecionados 240 peixes, os quais foram padronizados em relagdo ao peso (185 +
5,87 g) e distribuidos nas 20 unidades experimentais, na densidade de 12 peixes por

tanque.

O sistema de recirculagdo de agua utilizado no experimento contou com uma
bomba de 1 CV em cada conjunto de 10 unidades experimentais, enquanto a drenagem
da 4gua foi realizada por gravidade, utilizando canaletas que conduziam o fluxo até um
biofiltro, responsavel pela retengdo de compostos organicos. Cada tanque foi equipado

com difusores de ar acoplados a um soprador de 0,75 CV, garantindo adequada aeracao.
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Para manutengdo, os tanques foram limpos semanalmente por meio de drenagem, com o

objetivo de remover o excesso de residuos solidos acumulados.

3.3 QUALIDADE DA AGUA

O monitoramento da qualidade da 4gua foi realizado ao longo de todo o periodo
experimental, com medigdes feitas diariamente as 8h e as 17h. Para isso, utilizou-se um
equipamento multipardmetro YSI Professional Plus, que permitiu registrar os valores de
temperatura (27,51 = 0,14°C), oxigénio dissolvido (3,57 + 0,36 mg L") e pH (8,47 +
0,22). Esses parametros foram considerados adequados para a criagao de Tilapia do Nilo,

conforme estabelecido por Furuya ef al. (2013) e Furuya et al. (2005).

A concentracdo de amdnia total (0,2633 £ 0,27 NHs) e nitrito (0,85 + 0,43) foi
medida semanalmente, utilizando um kit colorimétrico portatil fornecido pela (Alcon
Ltda). Esses procedimentos garantiram o acompanhamento rigoroso das condigdes
ambientais, fundamentais para o bem-estar e o desempenho dos peixes

durante o experimento.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental seguiu um modelo inteiramente casualizado,
composto por quatro tratamentos com niveis crescentes de inclusdo de farinha de
Kappaphycus alvarezii (0,50%; 1,00%; 1,50% e 2,00%), além de um tratamento controle,
isento do aditivo. Os tratamentos foram identificados de acordo com a inclusao da farinha
de K. alvarezii nas dietas, sendo denominados: Kappa 0,00 (Controle), Kappa 0,50,
Kappa 1,00, Kappa 1,50 e Kappa 2,00.

A farinha da macroalga K. alvarezii utilizada no experimento foi fornecida pela
empresa Phycus Carbon Free - SP. As dietas experimentais foram formuladas como

® com base nas

isoenergéticas e isonitrogenadas, utilizando o software Super Crac
exigéncias nutricionais da tilapia do Nilo descritas por Furuya ef al. (2005). A formulagdo

foi fundamentada no conceito de proteina ideal (Tabela II).
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Tabela II - Dietas experimentais fornecidas a juvenis de tildpia do Nilo, com diferentes
concentragdes da farinha de Kappaphycus alvarezii

Inclusdo de Farinha de Kappaphycus alvarezii (g/kg)

Ingrediente
Kappa 0,00 Kappa 0,50 Kappa 1,00 Kappa 1,50 Kappa 2,00
Fuba de milho 29,13 28,51 27,88 27,26 26,63
Farelo de soja 45% 29,81 30,03 30,24 30,45 30,67
Farinha de penas 7,34 7,33 7,32 7,31 7,29
Far. da alga K. alvarezii 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Farinha de carne osso 45% 18,37 18,26 18,16 18,09 17,94
DL- metionina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
L-lisina HCL® 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32
L-treonina® 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
Oleo de soja 2,78 2,83 2,88 2,93 2,99
Premix vitaminico-mineral® 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Composigao quimica analisada (%)
Proteina bruta 32,58 32,26 32,39 32,28 32,20
Extrato etéreo 7,33 8,59 8,43 9,62 9,60
Matéria seca 88,87 90,14 91,41 91,45 89,26
Matéria mineral 9,23 9,98 9,87 10,28 9,50

a) L-lisina, L-treonina, Dl-metionina (CJ Bio, Séo Paulo, SP, Brasil).

b) Premix de vitaminas e minerais (composi¢ao quimica analisada/ kg do produto): sulfato de cobalto = 0,0130 mg;
iodato de calcio = 0,0210; vitamina B12 = 0,0375 mg; acido folico = 0,0520 mg; vitamina K3 = 0,0980 mg; vitamina
D3=0,2050 UI; vitamina B6 = 0,3750 mg; biotina = 0,3750 mg; vitamina B1=0,3830 mg; vitamina B2= 0,4690 mg;
pantotenato de calcio= 0,5270 mg; sulfato de cobre= 0,6000 mg; niacina = 1.0210 mg; oxido de zinco= 1.5000 mg;
sulfato de manganés= 2.4040 mg; vitamina E = 4.0000 mg; sulfato de ferro=4.1670; availa SE= 5.0000; vitamina C=
8.5720 mg; diluente basico=25.0130; cloreto de colina= 29.1670 mg. Fonte: Elaborado pelo autor

3.4.1 PREPARACAO DAS DIETAS E MANEJO ALIMENTAR

A confec¢do das dietas experimentais seguiu um processo cuidadoso.
Primeiramente, os ingredientes foram moidos, pesados e misturados em um misturador
circular, conforme as formulacdes das dietas. A extrusdo das dictas foi realizada na
Fébrica de Racao da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), utilizando uma matriz
de 1,8 mm. Apds a extrusdo, as dietas passaram por um processo de secagem em estufa
com ventilagdo for¢cada, a uma temperatura de 55°C, durante 24 horas. Em seguida, as
dietas foram embaladas em recipientes individuais, devidamente identificados conforme

os tratamentos, e armazenadas em refrigerador.



584
585
586
587
588

589

590
591

592
593
594
595
596
597
598

599
600
601

602

603
604
605
606
607
608
609

31

Para a alimenta¢do, cada unidade experimental foi associada a um pote proprio,
devidamente identificado com o niimero do tanque ao qual pertenciam, sendo a tampa
mantida fechada. Os peixes foram alimentados manualmente trés vezes ao dia, nos
horarios de 8h, 12h e 16h, até atingir a saciedade aparente em todo o periodo

experimental.

3.4.2 VARIAVEIS DE DESEMPENHO ZOOTECNICO

As biometrias foram realizadas no inicio e ao final do experimento (60 dias).
Antes da coleta de dados, os peixes passaram por um periodo de 24 horas de jejum, para
o esvaziamento do trato gastrointestinal. Todos os peixes de cada unidade experimental
foram pesados e medidos individualmente, utilizando-se balancga digital para o peso e
ictidmetro para as medidas longitudinais. Além disso, foi realizado um monitoramento
diario, incluindo a remogdo de animais mortos, para contabilizar as mortes e ajustar a

dieta fornecida conforme necessario.

Os dados associados ao consumo de dieta durante o periodo experimental foram
usados para calcular as varidveis de desempenho de crescimento, conforme as seguintes

equacdes abaixo:

e Ganho de Peso (g) = peso final — peso inicial

e Consumo de Dieta = Conversdo Alimentar x Biomassa Total

e Conversdo Alimentar = Consumo de Dieta / Biomassa Total

e Taxa de Crescimento Especifico (% por dia) = In (peso final) — In (peso inicial) +
dias x 100

e Sobrevivéncia (%) = (N° de peixes final — N° de peixes inicial) x 100
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3.5 ANALISES LABORATORIAIS

Para a coleta de sangue, ao final dos 60 dias de desempenho, os peixes foram
insensibilizados em solu¢do de Eugenol liquido (50 mg/L). Em seguida, foram
manuseados com o uso de luvas cirdrgicas e pano imido, para a coleta das amostras de

sangue pela veia caudal, utilizando uma seringa de 1 ml e agulha de calibre 24.

As amostras de sangue foram distribuidas em dois tubos diferentes: um contendo
EDTA, para evitar a coagulacdo e realizar a primeira contagem de globulos brancos; e
outro tubo sorologico, sem anticoagulante, que foi encaminhado ao Esséncia Laboratorio
(Ilhéus-Ba) para analises de proteina total, glicemia, colesterol e triglicerideos, realizadas

no equipamento automatizado de bioquimica URIT-8031.

A contagem dos leucocitos foi feita imediatamente antes da coagulacao do
sangue nos tubos com EDTA. Apos a transferéncia para o laboratorio de analises clinicas,
procedeu-se a obten¢do de amostras para leitura em laminas de vidro, em esfregaco, com
o0 objetivo de contar os globulos brancos e determinar sua quantidade apds o desempenho.
A contagem foi realizada na camara de Neubauer, permitindo a primeira leitura das
amostras dos peixes que receberam a dieta controle e dos que receberam os diferentes

tratamentos, para comparar os numeros de células defensivas em um estado pré-desafio.

Os mesmos dois peixes utilizados para a coleta de sangue foram também
empregados para a extracdo de filés, os quais foram identificados e congelados para
posterior secagem em estufa de ar forcado a 55°C por 24 horas, para realizagdo das
analises de composi¢ao quimica, conforme o método descrito pela AOAC (2016). Para a
determina¢do da matéria seca, as amostras foram secas em estufa de circula¢ao de ar
for¢ado a 105°C por 24 horas. Para a analise de matéria mineral, utilizou-se mufla a 550°C

por 4 horas, no Laboratdrio de Nutricdo Animal da UESC.

As andlises de proteina bruta e extrato etéreo foram realizadas no Laboratorio
CBO Analises (Valinhos-SP), utilizando o método 45 e o método 12, respectivamente,

conforme o Compéndio Brasileiro de Alimentagao Animal (2017).
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3.6 DESAFIO DA TILAPIA A BACTERIA Pseudomonas aeruginosa

3.6.1 INFECCOES EXPERIMENTAIS

Para esta etapa, utilizou-se o patdégeno bacteriano Pseudomonas aeruginosa,
série ATCC 12903, obtido do Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), como organismo teste. A patogenicidade da cepa foi previamente
avaliada por meio de inoculagdo em tilapias, utilizando uma concentragdo de 8 x 107
UFC/ml, conforme descrito por Ali et al. (2021). Os peixes afetados foram coletados e
imediatamente examinados para identificar a causa da morte. Além disso, avaliou-se a
recuperacdo da cepa injetada nos peixes infectados experimentalmente, de acordo com os
postulados de Koch. A coleta foi realizada em areas especificas, como figado, baco e
cavidade celomatica, seguindo critérios morfotintoriais e caracteristicas de cultivo

bacteriano.

A cultura da cepa bacteriana foi conduzida no Laboratorio de Microbiologia do
Hospital Veterinario da UESC. Para a preparacdo do indculo, as bactérias foram
cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C por 24 horas. Posteriormente, a
concentragdo foi ajustada para alcangar a dose infectante necessaria para o experimento.
ApOs o tratamento imunizante com o ingrediente de K. alvarezii durante 60 dias, os peixes
foram injetados com 10 pl de solugdo salina contendo P. aeruginosa série ATCC 12903,

na dose média letal (DML) de 8 x 107 UFC/ml, conforme descrito por Ali et al. (2021).

Para o desafio bacteriano, cinco peixes de cada unidade experimental,
provenientes do estudo zootécnico, foram utilizados. A injecdo intraperitoneal foi
realizada na regido entre as nadadeiras pélvicas, posterior as jungdes Osseas e
cartilaginosas, permitindo o acesso direto ao contetido celomatico da regido abdominal
dos peixes (Figura 2). O monitoramento das mortes subitas foi conduzido com
observacgdes continuas nas primeiras 72 horas, a fim de registrar os efeitos do patégeno e

a eficiéncia do tratamento imunizante.

Também foi realizada a dissecagdo dos peixes mortos para examinar as
manifestagdes internas e coletar amostras de figado, baco, intestino, rim cefalico e
conteudo celomatico. O material coletado foi encaminhado ao Laboratério de

Microbiologia da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), onde foram realizadas
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analises bacterioldgicas em placas de Petri. Por meio dessas analises, os Orgaos
comprometidos foram identificados e a bactéria responsavel pela mortalidade dos peixes

foi recuperada.

INTRAPERITONEAL

" Regién T~
| pélvica :

la inyeccion

Figura 2 — Posicionamento do peixe para inje¢io intraperitoneal.’

3.6.2 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA POS-DESAFIO

No 75° dia foi realizada a coleta de sangue de dois peixes de cada tratamento,
por meio de pungdo da veia caudal, utilizando seringas de insulina, para cada unidade
experimental. As amostras foram obtidas com o objetivo de realizar a contagem de
leucdcitos, indicadores do sistema imunologico inato. Para isso, utilizou-se seringas de
insulina de 1 ml, e o procedimento de coleta de sangue foi concluido em
aproximadamente um minuto. O sangue coletado foi armazenado em tubos contendo
EDTA e, em seguida, encaminhado para analises clinicas destinadas a observagao das

células sanguineas.

As analises foram realizadas imediatamente ap6s a coleta, antes que ocorressem
coagulagao e perda das células de defesa. As observagdes foram feitas de duas maneiras:
através da preparagdo de esfregacos em laminas de vidro para microscopia e pela

contagem celular utilizando uma camara de Neubauer, possibilitando comparagdes das

! Fonte: Universidad de Oriente UDONE, Venezuela, Dr. Arnaldo Figueredo.
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concentragdes celulares antes ¢ depois do desafio com P. aeruginosa. Além disso, os
orgaos imunoldgicos, como bago, intestino e figado, foram extraidos e fixados em solugao
de formol a 10% para analises histopatologicas. As amostras foram processadas no
Laboratorio de Histopatologia do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de

Santa Cruz (UESC).

3.6.3 CONTAGEM DE GLOBULOS BRANCOS APOS DESAFIO

Ap6s os 60 dias de desempenho, foi testado o ingrediente na dieta contendo K.
alvarezii e seus compostos bioativos. Decorridos quinze dias do desafio, realizou-se a
extracdo de sangue por punc¢do da veia caudal comum, utilizando seringas de insulina,
para determinar a contagem total de leucdcitos. Para essa andlise, foram diluidos 200 pl
de sangue em 2 ml de solu¢do de Natt-Herrick modificada com azul de cresil, que
facilitou a visualizagdo das células e a localizagdo do nucleo. Apos a diluigdo, as amostras

foram fixadas, coradas e submetidas a contagem em um hemocitdmetro Neubauer.

Essa abordagem permitiu a obtengdo da contagem total de células brancas, bem
como a diferenciacdo e identificagdo dos diversos tipos de leucocitos. A técnica de
esfregaco foi utilizada para essa diferenciacao, seguida da fixagdo e coloracdo das laminas
com hematoxilina e eosina. Essas etapas possibilitaram a identificacdo dos leucdcitos e a
comparag¢do entre os tratamentos. Apos a extra¢ao do sangue, os peixes foram submetidos
a eutandsia utilizando o anestésico Eugenol (100 mg/L) em uma caixa com capacidade de

50 litros, conforme o protocolo descrito por Lisboa (2021),

Para realizar a contagem total e diferencial de células, prepararam-se extensdes
de sangue por meio de esfregacos em laminas de vidro, que foram secas ao ar livre. Em
seguida, essas laminas foram coradas utilizando o método de Rosenfeld (1947) e
analisadas em microscopio Optico com aumento de 40x e a adi¢do de oleo de imersdo.
Foram contabilizados os leucocitos totais, neutrofilos, monocitos, baséfilos e eosindfilos.
A quantificacdo foi feita em uma base de 100 células, permitindo representar 100% dos
leucocitos por tratamento. Esses dados foram registrados em camara Neubauer e,
posteriormente, utilizados para estimar o numero total de células, seguindo o método

recomendado por Franco (2023).



724

725
726

727
728
729
730
731
732
733
734
735

736
737
738
739
740

741
742
743
744
745
746
747
748

749

36

3.7 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

As analises histopatologicas foram conduzidas conforme os protocolos descritos
por Suvarna et al. (2018). Amostras menores que 5 cm foram retiradas do figado, bago e
do intestino, especificamente a 4,5 cm apo6s o estdmago, no intestino anterior (duas
amostras por unidade experimental). Os tecidos coletados foram fixados em formol
neutro tamponado a 10% e processados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina.
Secgdes histologicas de 4 um foram obtidas e coradas com hematoxilina e eosina (HE)
para a avaliacdo microscopica. As laminas histologicas preparadas foram examinadas e
fotografadas com o auxilio do microscopio Leica DM 2500, utilizando o software Leica

LAS versao 3.8.

Na analise morfométrica do intestino anterior, foram avaliadas as vilosidades
intestinais em cada corte histologico, considerando o numero de vilosidades, o
comprimento (um), a largura (um), o nimero de células caliciformes e a area total (um?).
Para medir o comprimento, a largura e as areas das vilosidades, foi empregado o software

Imagel, garantindo precisdo na analise morfométrica.

As alteracdes histologicas observadas em todos os cortes foram classificadas
conforme o grau de intensidade, utilizando a seguinte escala: 0 (auséncia de alteragao), 1
(alteragdo leve, correspondendo a menos de 25% da area do tecido), 2 (alteragdo
moderada, entre 25 e 30% da 4rea do tecido), 3 (alteragcdo grave, mais de 50% da area do
tecido) e 4 (alteragdo pronunciada, com necrose e descamacdo do tecido). Essa
categorizacdo seguiu os métodos descritos por Pierce et al. (1978) e Schwaiger et al.
(1997), com modificagdes propostas por Brum et al. (2018), Lisboa (2021) e Rapatsa;
Moyo (2016).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Posteriormente, realizou-se a andlise de varidancia (ANOVA) com nivel de
significancia de 5%. Para as avaliagdes dos testes de desafio, aplicou-se o teste de Tukey
para comparar as médias e determinar os valores de p-value, enquanto o pacote Psych foi
utilizado para calcular o desvio padrao. No caso dos dados provenientes dos testes
bioquimicos do sangue, os resultados foram analisados pelo teste de Duncan, considerado
mais especifico e com maior capacidade de discriminac¢do, complementando a analise
realizada com o teste de Tukey. Todas as analises estatisticas foram conduzidas utilizando

o software R Studio.
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763 4. RESULTADOS
764 4.1 PARAMETROS ZOOTECNICOS
765
766 Os peixes apresentaram ganho de peso médio similar, atingindo 130,75 g, com
767 uma taxa de crescimento especifico de 0,89%. A espécie Oreochromis niloticus
768  demonstrou estar fisiologicamente adaptada a dietas ricas em proteinas, sendo capaz de
769  absorver e converter os compostos em carne e carcaga, alcancando conversdo alimentar
770 média de 1,48. Nao foi observado efeito significativo (P<0,05) da utilizacdo de dietas
771  com niveis crescentes de K. alvarezii sobre as variaveis analisadas (Tabela III).
772
773 Tabela III - Valores médios dos parametros de desempenho da tilapia do Nilo alimentada
774 com dietas contendo niveis crescentes de farinha de Kappaphycus alvarezii
775 por 60 dias
. Inclusédo de farinha de Kappaphycus alvarezii (g/Kg)
Variavel Kappa Kappa Kappa Kappa Kappa CV% P-Value
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Peso inicial (g) 182,92 187,81 182,19 189,58 184,90 3,16 0,8508
Peso final (g) 316,13 307,45 324,15 322,82 311,13 6,44 0,7889
Ganho de peso (g) 133,21 119,13 141,96 133,24 126,23 10,28 0,5491
Consumo de dieta (g) 195,72 183,69 201,40 217,55 195,44 11,24 0,7621
Conversdo alimentar 1,46 1,54 1,36 1,48 1,55 8,68 0,6921
Taxa cresc. especifico (%) 0,91 0,82 0,95 0,89 0,87 13,39 0,9588
Sobrevivéncia (%) 77,08 95,83 97,92 95,83 97,92 6,860 03601
776 Fonte: Elaborado pelo autor
777  CV%: Coeficiente de Variacdo; p-value e todos os dados foram obtidos do software R
778  Studio pelo teste de Tukey.
779
780 4.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS
781
782 Nas andlises bioquimicas, a proteina total foi o unico pardmetro que apresentou
783  diferenga significativa (p<0,05), evidenciando variagdes em relagdo as demais variaveis
784  analisadas. Os niveis crescentes de farinha de K. alvarezii refletiram em variacdes nos
785  valores, analisadas de forma independente pela escala de Duncan, e com maior
786  discriminacdo dos tratamentos pelo teste de Tukey, variando de 3,20 a 3,74 mg/dL. O
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melhor resultado foi observado na dieta Kappa 1,50, que apresentou 3,74 mg/dL de

proteina total no sangue, como observado na Tabela IV.

Tabela IV - Valores bioquimicos do sangue da tildpia do Nilo alimentada com niveis
crescentes de farinha de Kappaphycus alvarezii na dieta, por 60 dias

Inclusdo de farinha de Kappaphycus alvarezii (g/Kg)

Variavel Kappa Kappa Kappa Kappa Kappa CV % P-Value
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Glicemia mg/dL 52,75 44,63 58,63 60,00 54,50 32,38 0,4426
Proteina mg/dL 3,300 3,68 3.20¢ 3,740 347¢ 1124 0,0381
Triglicerideos mg/dL 335,38 432,13 366,25 378,63 390,88 50,47 0,8941
Colesterol mg/dL 177,25 200,00 157,50 197,00 179,75 30,89 0,5699

CV%: Coeficiente de Variagdo; Proteina mg/dL, letras diferentes como resultado mais
discriminatorio de Duncan realizado pelo teste de Tukey usando o software R Studio.
Fonte: Elaborado pelo autor

4.3 COMPOSICAO BIOQUIMICA DO FILE

Os niveis crescentes de farinha de K. alvarezii na dieta das tilapias ndo
apresentaram efeito significativo sobre a proteina bruta. No entanto, foram observadas
diferengas no extrato etéreo, com valores heterogéneos para cada dieta. A dieta Kappa
0,50 apresentou a maior quantidade, com 2,77a, enquanto a dieta Kappa 2,00 registrou
2,64b. Cada concentragdo mostrou valores unicos, de acordo com o teste de Tukey, nao

sendo equivalentes as demais dietas (Tabela V).

Outro parametro com significancia foi a matéria mineral (p<0,05), evidenciando
diferengas entre os dados analisados pelo teste de Tukey. A dieta Kappa 1,50 apresentou
a maior concentracdo de matéria mineral, com 6,13, enquanto a dieta Kappa 0,00
apresentou o menor valor, com 5,05. As concentragdes intermediarias foram observadas
nas dietas Kappa 0,50 com 5,60 e Kappa 2,00 com 5,60, situando-se dentro de uma faixa

aceitavel de matéria mineral.
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Tabela V - Valores médios (%) da composicdo quimica filé de juvenis de tilapia
suplementados com niveis crescentes de farinha de Kappaphycus alvarezii

Niveis de Kappaphycus alvarezii (%)

Varidvel Kappa Kappa Kappa Kappa Kappa CV% p-value
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Proteina bruta 86,78 85,94 86,45 85,26 86,34 1,950 0,8282

Extrato etéreo 2,40¢ 2,77* 2,18° 2,52¢ 2,64° 0,930 <0,001

Matéria seca 21,16 17,91 18,11 18,36 16,94 12,12 0,1472

Matéria mineral 5,05° 5,602 4,84> 6,13¢ 5,228 8,210 0,007

CV%: Coeficiente de Variacdo, Kappa: concentracdo de Kappaphycus alvarezii em%,
teste utilizado Tukey p<0,05, usando software R Studio. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 CONTAGEM DE CELULAS DEFENSIVAS APOS O DESEMPENHO

Os mecanismos de defesa foram acionados e refor¢ados pela macroalga K.
alvarezii, com destaque para a porcentagem de mondcitos, que apresentou diferenca
significativa (p<0,05) conforme o nivel de concentracdo. Em relagdo a defesa inata,
mediada principalmente por monoécitos e neutrédfilos, a contagem ndo mostrou diferencga

significativa (p>0,05) (Tabela VI).

No entanto, a porcentagem de monocitos apresentou diferengas significativas
(p<0,05), com destaque para a dieta Kappa 0,50, que teve a maior concentracdo, com
5,250%. Em comparacdo, as dietas Kappa 1,50 e Kappa 0,00 apresentaram 4,500% e
3,000%, respectivamente. Esses resultados indicam que a farinha de K. alvarezii com
menor concentragdo de macroalga levou a uma maior replicacdo dos monocitos, com o
intuito de fortalecer o sistema imunologico. Por outro lado, as dietas com maior
concentracdo de K. alvarezii mostraram maior resisténcia celular, reduzindo a
necessidade de replicagdo dos mondcitos, uma vez que os aditivos presentes na macroalga

reforcam a fung¢ao dessas células.

Os linfocitos, por sua vez, foram as células predominantes, mantendo uma presenga
numerosa em todas as laminas e demonstrando dominancia em todas as observagdes das
diferentes dietas, com valores dentro dos parametros normais previamente estabelecidos,

antes do desafio com o patogeno.
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840  Tabela VI - Avaliacao de leucécitos da tilapia do Nilo, antes do desafio com
841 Pseudomonas aeruginosa
Niveis de farinha de Kappaphycus alvarezii

Item kappa 0,00% kappa 0,50% kappa 1,00% kappa 1,50% kappa 2,00% CV% p- value
Linfocitos(uL) 25168.5 25155,68 26451,18 24177,8 23246,42 8,67 0,2368
Neutrofilos(nL) 2818,74 2728,14 2915,32 2743,22 2722,48 5,78 0,7559
Monocitos(pnL) 2355,55 2426,1 2915,32 2743,22 2483,18 9,12 0,291
Basofilos(uL) 153,6 185,35 158,69 104,82 149,56 30,12 0,7676
Eosinéfilos(uL) 18,00 14,2 22,3 13,41 14,23 548 0,799
Trombocitos(pL) 3418,37 4852,65 6258,72 3684,22 5711,34 24,62 0,7177
Linfocitos (%) 86,9583 79,0476 81,00 80,9583 82,4167 6,90 0,0904
Neutrofilos (%) 4,125 7 6,25 6,375 5,625 36,65 0,1149
Monocitos (%) 3,000¢ 5,250? 2,750¢ 4,500% 3,250 15,78 <0,001
Basofilos (%) 1 1 1,25 1,25 1,5 45,64 0,6795
Eosinofilos (%) 1 1,5 1,25 1,25 1,33 46,03 0,8154
Trombocitos (%) 6,25 8,2857 9,625 7,5 7,875 38,83 0,2994

842 CVY%: Coeficiente de variagao; todos os dados foram obtidos do teste de Tukey p<0,05.

843 Fonte: Elaborado pelo autor.

844

845 4.5 PARAMETROS DESAFIADOS COM Pseudomonas aeruginosa

846

847 A primeira observacao refere-se as mortalidades, com destaque para o grupo

848  controle Kappa 0,00, que apresentou 50% de mortalidade (Tabela VII). Esse resultado

849  sugere que os peixes desse grupo ndo desenvolveram resisténcia suficiente para

850  sobreviver, nem mostraram caracteristicas adequadas de imunidade inata ou adquirida. A

851 melhor taxa de sobrevivéncia foi observada no grupo Kappa 2,00, com apenas 5% de

852  mortalidade

853 A quantidade de peixes mortos, sem sinais de trauma ou manifestagdes clinicas,

854  comecou a aumentar nas primeiras 24 horas apds a inje¢do intraperitoneal e prosseguiu

855 nas seguintes 72 horas, sem que fossem observados sinais clinicos. Foi realizada a

856  dissecacdo dos peixes e a coleta de amostras com suaves para cultivo em cépsulas de

857  Petri, confirmando que a causa da morte foi uma infec¢do por P. aeruginosa. Apos 96

858  horas, comecaram a surgir diferencgas nas manifestagdes clinicas, como coloragao alterada

859 nos peixes, descamacdao da pele, olhos esbranquicados unilateral e bilateralmente,

860 ulceragdes cutaneas, ascite e feridas sanguinolentas nas nadadeiras pélvicas, pectorais e

861

caudal.



42

862 As manifestagdes observadas de letargia, falta de apetite e afastamento do grupo
863 comecaram no quarto dia apds a inoculacdo da bactéria, culminando nas mortes
864  subsequentes. A cada morte, foram realizadas dissecacdes e coletadas amostras do
865  conteudo celomatico, figado, baco e intestinos. As amostras foram enviadas para cultivo,
866  onde foi confirmada a presenca de P. aeruginosa nos cultivos realizados no laboratorio

867  de microbiologia.

868

869  Tabela VII - Mortalidade (%) da tilapia do Nilo desafiada com Pseudomonas aeruginosa

Niveis de farinha de Kappaphycus alvarezii

Variavel Kappa 0,00% Kappa 0,50% Kappal,00% Kappal,50% Kappa2,00% p- value
Mortalidade 50£11,55° 20+0,00° 25+10,00° 15+10,00° 5+10,00° <0,001
Morte subita 5 4 0 0 0 -
Sinais clinicos 5 2 5 3 1 -

870  Valores médios com letras diferentes na mesma linha indica diferenga significativa pelo
871  teste de Tukey (p< 0.05). Fonte: Elaborado pelo autor

872

873

874 4.6 DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

875

876 As contagens sanguineas totais apds o desafio com o patogeno P. aeruginosa,

877 incluindo as contagens totais e diferenciais de leucocitos nos diferentes grupos
878  experimentais estdo apresentadas na Tabela VIII. Observou-se uma variacao significativa
879 na contagem total de leucdcitos entre os grupos, destacando-se aumento expressivo de
880  neutrofilos no grupo alimentado com a dieta Kappa 2,00. Além disso, os valores de
881  mondcitos nesse grupo foram superiores aos registrados nos grupos que receberam dietas
882  com concentragdes menores de K. alvarezii, indicando um impacto direto da macroalga

883  na ativacdo dessas células.

884 Dois grupos celulares relacionados a imunidade inata apresentaram valores
885  significativamente superiores com o aumento da inclusdo da farinha da K. alvarezii na
886  dieta. Essa resposta refor¢a o papel da imunidade inespecifica, destacando a importancia
887  das células leucocitarias na absor¢ao e aproveitamento dos compostos bioativos presentes

888 na macroalga. Esses resultados sugerem que o uso da farinha da K. alvarezii nas
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889  concentragdes mais elevadas na alimentagdo da tilapia pode fortalecer o sistema

890 imunoldgico de maneira geral.

891 Paralelamente, a resposta imune especifica ou adaptativa também foi avaliada,

892 revelando uma relagdo estreita com a imunidade inata. Nesse contexto, os linfocitos

893  apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05), com maior desempenho

894 no grupo alimentado com a dieta Kappa 1,50%, que superou os demais grupos

895  experimentais. Esse resultado foi o primeiro a alcangar relevancia estatistica nos testes

896  realizados, enquanto os outros grupos apresentaram valores semelhantes.

897 Os basofilos, que também compdem a defesa especifica, demonstraram maior

898  desenvolvimento no grupo alimentado com a dieta Kappa 0,50%, exibindo resultados

899 estatisticamente significativos (p<0,05). Ja os eosindfilos mantiveram uma equivaléncia

900 nos valores entre os diferentes grupos. Essa estabilidade indica uma resposta imune

901 consistente, independente da concentragdo de macroalga utilizada.

902 Por fim, ao analisar a porcentagem relativa de cada tipo de leucocito, nao foram

903 observadas diferengas significativas entre os grupos, exceto para os monocitos. Esses

904  ultimos apresentaram porcentagens significativamente mais altas nos grupos alimentados

905 com as dietas Kappa 2,00% e Kappa 1,50% (p < 0,05), superando as demais dietas.

906 Tabela VIII - Leucécitos presentes no sangue de tilapia do Nilo apos desafio com a

907 Pseudomonas aeruginosa, contagem a: Células x103/pl

Niveis de farinha de Kappaphycus alvarezii

Item Kappa 0,00% Kappa 0,50% Kappa 1,00% Kappa 1,50% Kappa 2,00% p-value
Neutrofilos (ul)  2.457,5+ 821,32 4.150=471,45  2.905+ 323,47 3.505£ 861,84  4.178,33%1.536,72  0,0637
Mondcitos (ul) 650+ 98,66 684+ 143,81°  1.380£243,81®  1.325+ 620,19 1.620+396,99*  0,0013
Linfocitos (ul) ~ 7.932+£3.022°  7.280+2.726,41° 4700+ 970,77  12.755£2.142,05*  5.257,5+615,38"  0,0471
Basofilos (ul) 262,22+ 60,12 400+ 188,33 185+ 41,23 290+ 88,897 116,67+ 56,96 0,085
Eosinofilos (ul) 251,11+ 128,99 330+ 57,74 545 83,86 550+ 177,76 330+ 165,33 0,0221
Neutrofilos (%) 21,27+ 1,52 32,31 12,71 29,90+ 1,85 19,02+ 5,00 36,33+ 11,13 0,2819
Mondcitos (%) 5,63+ 1,150 5,33+ 027" 14,20+ 2,69 19,024+ 1,232 14,08+ 3,27 0,0142
Linfocitos (%) 68,66+ 29,46 56,68+ 15,29 48,38+ 4,89 69,23+ 14,99 45,71+ 7,06 0,5428
Basofilos (%) 2,27+ 1,6 3,11+ 1,42 1,90+ 0,9 1,570,5 1,01+ 0,7 0,4829
Eosindfilos (%) 2,17+ 0,11 2,57+ 1,29 5,61+ 0,18 2,99+ 0,59 2,87+ 1,14 0,1444

908 Valores médios com letras diferentes na mesma linha indica diferenga significativa pelo

909 teste de Tukey (p< 0,05). Fonte: Elaborado pelo autor.

910

911
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Apo6s do desafio com a P. aeruginosa, com os leucocitos do sistema imune
inespecifico mondcitos e leucodcitos do sistema imune especifico linfocitos e basofilos
tiveram significancia incluindo o porcentual de mondcitos pelo teste de Tukey P<0,05,

indicando heterogeneidade nos valores obtidos nos dados destas células defensivas.

4.7 AVALIACAO DAS LESOES INTESTINAIS

As lesdes encontradas no intestino das tilapias apresentaram variagdes
significativas, com observagdes de alta quantidade de vilosidades necrosadas e grande
presenca de células caliciformes. No grupo que recebeu a dieta Kappa 0,00% (controle),
foi registrada uma contagem de até 2.123 células caliciformes em um perimetro de corte.
No entanto, ao avaliar os cortes de intestino de peixes alimentados com a dieta contendo
Kappa 0,50%, ainda foram observadas manifestacdes de necroses e elevado numero de
células caliciformes, embora ndo em todas as amostras. Nessas, observou-se uma

diminui¢do gradativa das lesdes causadas pela bactéria (Tabela IX).

Nos grupos que receberam as dietas Kappa 1,00%; Kappa 1,50%; e Kappa
2,00%, os resultados foram ainda mais expressivos. As lesdes intestinais foram
consideravelmente menores, as vilosidades apresentaram-se mais integras e firmes, € o
nimero de células caliciformes foi reduzido. Esses achados sugerem que o aumento na
concentragdo de Kappaphycus alvarezii na dieta contribui para a integridade do tecido

intestinal, reduzindo os danos causados pela infec¢ao bacteriana.

As alteragdes histopatoldgicas foram classificadas em uma escala de 0 a 4,

conforme a presenca e a gravidade das lesoes:

e (: auséncia de alteracdes;

e [: alteracdo leve, correspondente a menos de 25% da 4rea do tecido;

e 2: alteragdo moderada, abrangendo entre 25% e 50% da éarea do tecido;

e 3: alteragdo grave, envolvendo mais de 50% da area do tecido;

e 4: alteracdo pronunciada, com necroses extensas ¢ descamagao do tecido.

Os niveis de alteracdo histopatologica variaram significativamente entre os

grupos experimentais. Foram observadas vilosidades intestinais com necroses muito
avancadas em alguns casos, enquanto outros apresentaram apenas alteragdes minimas ou

auséncia de necroses nas vilosidades e nas paredes intestinais.
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944 No grupo controle (Kappa 0,00%), todos os animais exibiram lesdes teciduais
945  classificadas nos graus 3 e 4, evidenciando o impacto severo da infec¢ao. Por outro lado,
946  no grupo tratado com Kappa 0,50%, apenas um animal foi qualificado com grau 4. Esse
947  grupo j& demonstrava menor nivel de lesdo intestinal em comparagdo ao controle. A
948  analise histoldgica revelou vilosidades mais delgadas e menor exposi¢do da submucosa,
949  indicando menor perda epitelial. No grupo alimentado com Kappa 2,00%, ndo foi
950 encontrado nenhum animal com o mais alto grau de lesdo intestinal (grau 4). A maioria
951  dos individuos desse grupo apresentou lesdes mais brandas, classificadas como graus 1 e

952 2.

953

954  Tabela IX - Niveis de classificagdo das alteracdes histopatologicas de intestino de tilapia
955 do Nilo, ap6s desafio com a Pseudomonas aeruginosa

Niveis de farinha de Kappaphycus alvarezii

Qualificacdo Kappa 0,00% Kappa 0,50% Kappa 1,00% Kappa 1,50% Kappa 2,00%

0 0 0 0 0 0
1 0 1 2 1 2
2 0 3 1 2 4
3 3 2 2 3 1
4 4 1 2 1 0

956 Fonte: Elaborado pelo autor

957

958 4.8 AVALIACAO MORFOMETRICA DAS VILOSIDADES INTESTINAIS E

959 CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS CALICIFORMES

960

961 Houve diferenga significativa (p<0,05) para o didmetro longitudinal das

962  vilosidades entre os grupos analisados. O grupo tratado com a dieta Kappa 0,50
963  apresentou um aumento significativo no tamanho das vilosidades, chegando a 140,87%
964 em relacdo ao grupo controle. Além disso, foi constatado um aumento na largura das
965  vilosidades nesse grupo, indicando uma melhoria estrutural do tecido intestinal (Tabela

966  X).

967 Nos demais grupos, o aumento na concentragdo da dieta proporcionou um
968  incremento progressivo no didmetro longitudinal das vilosidades, em compara¢do com o
969  grupo controle. Esse efeito foi acompanhado por um aumento proporcional na largura das

970 vilosidades, o que reforgou a sua sustentagdo e firmeza. Essas mudancas estruturais ndo
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971 apenas favorecem a estabilidade das vilosidades intestinais, mas também auxiliam na
972  absor¢do eficiente dos nutrientes. Paralelamente, o aumento na largura das vilosidades
973  demonstrou beneficiar a segregacdo do muco pelas células caliciformes, uma fung¢do
974  essencial para a protecdo e lubrificagdo do trato intestinal. Esse muco contribui para a
975  expulsdo de corpos estranhos do sistema digestivo de maneira eficaz e rapida.
976 Por outro lado, verificou-se que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) na
977  quantidade de células caliciformes entre os grupos testados. No entanto, observou-se uma
978  tendéncia decrescente na presenca dessas células a medida que a concentracdo de K.
979  alvarezii aumentava na dieta. Essa reducao pode ser atribuida a acdo dos metabdlitos
980  bioativos presentes na macroalga, que podem estar desempenhando um papel na
981 regulacdo da produgdo de muco e na protecao das vilosidades intestinais.
982
983 Tabela X - Avaliacdo das dimensoOes das vilosidades intestinais e numero de células
984 caliciformes em um da tiladpia do Nilo alimentada com dietas contendo
985 farinha de Kappaphycus alvarezii na dieta
Varidvel Niveis de farinha de Kappaphycus alvarezii

Kappa 0,00 Kappa 0,50 Kappa 1,00 Kappa 1,50 Kappa 2,00 p-value
Qualificagdo 3.5+ 0.55° 1.75+0.50° 3.2+ 0.84% 2.86+ 1,07% 2.00+0.71° 0,0086
Longitude
(pm) 205,75+ 158,7° 495,59+ 116,88* 491,96+ 186,85 4844+ 238,56 427,79+108,17° <0,001
Largura
(pm) 84,16+ 28,82° 113,6+ 22,81 115,61+ 42,22 108,54+ 40,47° 79,99+ 14,97° <0,001
Células
Caliciformes 466,50+ 298,91 422,80+ 74,82  470,60+115,11 387,80+ 150,91 383,25+ 90,92 0,8039
986  Valores médios com letras diferentes na mesma linha indica diferenga significativa pelo
987 teste de Tukey (p< 0,05). Fonte: Elaborado pelo autor.
988
989 Nos cortes histologicos com escala de 500 um (Figura 3), € possivel observar o
990 diametro do intestino anterior e as vilosidades de forma panordmica. Na imagem 3A,
991 observa-se o intestino do grupo controle, apresentando vilosidades necrosadas e
992  acentuado desgaste devido a inoculacdo do patdgeno. Na imagem 3B, pode-se visualizar
993 um corte correspondente ao tratamento Kappa 0,50%, no qual as vilosidades estdo
994 intactas e firmes, evidenciando uma integridade estrutural significativamente superior. Ja
995 na imagem 3C, observa-se um corte referente ao tratamento Kappa 1,00%, onde as
996  vilosidades se apresentam so6lidas e mais amplas, refletindo um aumento no diametro do
997  intestino.

998
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Figura 3 - Cortes do intestino anterior a 4,5 cm do estomago em exemplares de tilapia do
Nilo submetidos ao desafio com Pseudomonas aeruginosa. A: corte de intestino do
tratamento controle Kappa 0,00, B: corte do intestino do tratamento Kappa 0,50; C: corte
do intestino do tratamento Kappa 1,00; D: corte do intestino do tratamento Kappa 1,50;
E: corte do intestino do tratamento Kappa 2,00. Corado por H&E. Fonte: Do autor.

Na imagem 3D, referente ao tratamento Kappa 1,50%, observam-se vilosidades
bastante completas, com poucos danos causados pela bactéria P. aeruginosa. Na imagem
3E, as vilosidades mostram-se altamente integras e preservadas, ¢ a analise com objetiva
de 4X possibilita a visualizacdo detalhada das células caliciformes, que contribuiram
significativamente para a defesa e manutencdo da integridade das vilosidades intestinais.
Na imagem 3F, ¢ possivel observar vilosidades com células caliciformes em maior

resolucdo, destacadas por setas que indicam sua localizagdo especifica.
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Figura 4 - Vilosidades intestinais, com células caliciformes. Imagem em 40X, tomada de
Kappa 1,00%, corado com H&E. As setas indicam as células caliciformes.
Fonte: Do autor.

4.9 AVALIACAO DO FiGADO DA TILAPIA SOB DIFERENTES
TRATAMENTOS COM Kappaphycus alvarezii

Os achados histopatolégicos no figado foram esclarecedores para a analise das
lesdes nos hepatdcitos e nos sinusoides hepaticos, conforme demonstrado na Tabela X1.
Adicionalmente, na Figura 5, € possivel observar as condigdes das paredes hepaticas, os
pontos necrosados ¢ a presenca de células melanomacrofagicas ao redor das vénulas, que

desempenham papel na drenagem sanguinea.

No grupo controle (Kappa 0,00), identificaram-se mais sinais clinicos de lesdes
hepaticas e uma maior concentragdo de centros melanomacrofagicos em comparagao aos
grupos tratados com a dieta contendo a macroalga. As observagdes revelaram
hemorragias, pontos de necrose e células de Kupffer em atividade defensiva contra P.
aeruginosa. Essas lesdes foram classificadas como grau 4, caracterizando-se como
pronunciadas. Contudo, a medida que a concentragdo de macroalga na dieta aumentava,
observou-se uma reducao na gravidade das lesdes hepaticas. Nos grupos Kappa 0,50;
Kappa 1,00; Kappa 1,50; e Kappa 2,00, verificou-se uma preservagdo mais significativa
da arquitetura hepatica tipica, com menor ocorréncia de areas necrosadas e concentragcdo

de centros melanomacrofagicos.
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1037 Os tecidos hepaticos dos grupos tratados com Kappa 1,50 ¢ Kappa 2,00
1038  apresentaram menor presenca de centros melanomacrofagicos. Esse resultado pode ser
1039  atribuido ao fortalecimento da resposta imunologica, com maior eficicia dos neutréfilos,

1040  mondcitos e linfocitos na fagocitose da Pseudomonas aeruginosa.

1041

1042  Tabela XI - Avaliacao das alteracdes do figado da tilapia do Nilo, pela Pseudomonas

1043 aeruginosa, alimentadas com a dieta contendo niveis crescentes de farinha de
1044 Kappaphycus alvarezii, durante 75 dias
Qualificagio Niveis de farinha de Kappaphycus alvarezii
Kappa 0,00% Kappa 0,50% Kappa 1,00% Kappa 1,50% Kappa 2,00%
0 0 0 0 0 0
1 0 3 1 4 4
2 1 3 2 3 4
3 5 1 4 1 0
4 2 1 0 0 0
1045 Fonte: Elaborado pelo autor.
1046
1047 Na Figura 5, observam-se cortes histologicos do figado das tilapias submetidas

1048 as diferentes concentracdes da macroalga K. alvarezii. Na imagem 5A (Kappa 0,00 -
1049  controle), destaca-se grande concentracao de centros melanomacrofagicos nas portas das
1050  veias centrolobulares e arteriolas lobulares, além da presenga de pontos de necrose nos

1051  hepatdcitos e nas veias centrais.

1052 Na imagem 5B (Kappa 0,50), identifica-se uma veia lobular e centros
1053  melanomacrofagicos, os quais fagocitaram patdgenos antes de o sangue seguir pela veia
1054  lobular. Ja na imagem 5C (Kappa 1,00), observa-se uma area menos comprometida.
1055 Embora a veia lobular apresente inchago, no canto inferior direito nota-se a presenga de
1056  células defensivas acumuladas em resposta a infec¢do por Pseudomonas aeruginosa.
1057  Nessaregido, o tamanho do centro melanomacrofagico indica resisténcia moderada e uma
1058  resposta imunoldgica ativa contra o patdgeno. Na imagem 5D (Kappa 1,50), o figado
1059  apresenta uma distribuicdo moderada de centros melanomacrofagicos, principalmente no
1060 canto inferior esquerdo. Esses centros estdo estrategicamente localizados antes da entrada
1061  do sangue na veia. Por fim, na imagem 5E (Kappa 2,00), observa-se uma quantidade
1062  reduzida de centros melanomacrofagicos, concentrados em um ponto no canto inferior.
1063  Embora ainda exista inchago moderado em uma das paredes, nota-se a atuacao eficiente

1064  das células de Kupffer.
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Figura 5 - Cortes histologicos de figado da tilapia do Nilo, alimentadas com dietas
contendo niveis crescentes de farinha de Kappaphycus alvarezii e desafiada com
Pseudomonas aeruginosa. Aumento 200 um, Corados com H&E. A: corte de figado do
tratamento controle Kappa 0,00, B: corte do figado do tratamento Kappa 0,50; C: corte
do figado do tratamento Kappa 1,00; D: corte do figado do tratamento Kappa 1,50; E:
corte do figado do tratamento Kappa 2,00. As marcas ovaladas ¢ setas indica o dano ¢ a
fagocitoses dos centros melanomacrofagicos. Fonte: Do autor.
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Figura 6 - Corte de figado destacando os centros melanomacrofagicos. Vénula com
aumento em 40X no microscopio corado com H&E, corte de figado de peixe com
tratamento em 0,50% de Kappaphycus alvarezii.

4.10 AVALIACAO DO BACOS DA TILAPIA SOB DIFERENTES
TRATAMENTOS COM Kappaphycus alvarezii

Nas avaliagoes realizadas no bago, foram identificadas diferengas nos niveis de
lesdes provocadas pela P. aeruginosa. Observou-se que as lesoes de grau 4, caracterizadas
como muito pronunciadas, predominaram no grupo controle (Kappa 0,00), sendo
registradas em quatro avaliagdes. Em contraste, nos demais grupos, as lesdes ocorreram
em menor propor¢do. Esse comportamento reflete o papel central do bagco como o
principal o6rgao linfatico na circulagdo sanguinea, responsavel pela filtragem do sangue,
pela eliminagdo de células que ja cumpriram suas fungdes, bem como pela fagocitose de

organismos estranhos ao corpo do animal (Tabela XII).

A medida que a concentragdo de K. alvarezii na dieta aumentou, observou-se
uma redugdo progressiva nas lesdes nesse 6rgao linfatico. Essa redugdo pode ser atribuida
ao fortalecimento dos linfocitos presentes na polpa branca do tecido conjuntivo modelado
do bago, promovido pela adi¢do da macroalga. Notavelmente, no grupo alimentado com
a dieta Kappa 2,00, foi identificado um bago integro, sem alteracdes histolégicas ou sinais
de necrose, sendo a unica avaliagdo com pontuagao igual a zero, o que evidencia a eficacia

dessa concentragdo em preservar a integridade do tecido esplénico.
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Tabela XII - Avaliacdo das lesoes causadas pela Pseudomonas aeruginosa no bago da
tilapia do Nilo, alimentadas com dietas contendo niveis crescentes de
farinha de Kappaphycus alvarezii

Niveis de farinha de Kappaphycus alvarezii

Qualificagao Kappa 0,00% Kappa 0,50% Kappa 1,00% Kappa 1,50% Kappa 2,00%
0 0 0 0 0 1
1 1 1 1 3 2
2 1 2 2 3 3
3 1 3 4 1 1
4 4 2 1 1 1

Fonte: Elaboragdo do autor.

Niveis de qualificagdo do 0 até 4, como indicado nos materiais e métodos 4 e gravidade
maior com necropsia abundante e descamagao do tecido alvo que esta em observagao.

Figura 5 - Cortes histologicos de bago da tilapia do Nilo, alimentadas com dietas contendo
niveis crescentes de farinha de Kappaphycus alvarezii e desafiada com Pseudomonas
aeruginosa. Aumento 200 pm, corados com H&E. A: corte do bago do tratamento
controle Kappa 0,00, B: corte do bago do tratamento Kappa 0,50; C: corte do bago do
tratamento Kappa 1,00; D: corte do baco do tratamento Kappa 1,50; E: corte do bago do
tratamento Kappa 2,00. As marcas escuras indicam o dano e a fagocitoses dos centros
melanomacrofagicos. Fonte: Do autor.
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Nos cortes histologicos do bago de peixes submetidos a diferentes dietas com
concentragdes crescentes de K. alvarezii (Figura 7), sao evidenciadas variagdes nos niveis
de lesdes e atividade dos centros melanomacrofagicos. Na imagem 7A, referente ao grupo
controle (Kappa 0,00), observa-se uma lesdo bastante pronunciada, classificada como
grau 4. Essa imagem mostra uma alta concentragdo de células caliciformes atuando na
defesa, bem como necrose significativa dos seios esplénicos. Em algumas areas, os
centros melanomacrofagicos ndo conseguiram preservar a integridade do tecido,
resultando em danos severos. J& na imagem 7B, correspondente ao grupo tratado com
Kappa 0,50, nota-se uma arteriola circundada por células fagociticas melanizadas, prontas
para combater patdgenos presentes na polpa branca do bago. Essa resposta defensiva
ilustra o potencial da dieta suplementada em estimular a fagocitose e reduzir os danos

teciduais.

Na imagem 7C, que representa o grupo Kappa 1,00, identifica-se uma trabécula
parcialmente envolvida por centros melanomacrofagicos. Devido a natureza proteolitica
da Pseudomonas aeruginosa, ha indicios de que a trabécula, em conjunto com a arteriola
adjacente, tenha sofrido degradagdo. Ainda assim, a atuacdo dos centros
melanomacrofagicos limitou o avango da bactéria para o tecido do bago. A imagem 7D,
referente ao grupo Kappa 1,50, exibe uma arteriola associada a nodulos linfaticos em
processo de defesa ativa. Diferentemente da lesdo identificada na imagem 7C, a
integridade da arteriola é preservada, evidenciando uma resposta imune celular mais

avancada e eficaz contra o patdgeno.

Por fim, na Figura 7E, que representa o grupo tratado com Kappa 2,00, observa-
se uma arteriola terminal com uma menor quantidade de centros melanomacrofagicos.
Embora alguns pontos de necrose sejam visiveis no tecido do 6rgdo, o padrao de lesao ¢
classificado como grau 2, indicando uma defesa moderada, mas eficiente, frente a

Pseudomonas aeruginosa.
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5. DISCUSSAO

5.1 PARAMETROS ZOOTECNICOS

A média de ganho de peso de 130,75 g das tilapias superou os valores reportados
nos trabalhos de Furuya et al. (2005) e Boscolo et al. (2001), que obtiveram incrementos
de peso, variando de 119,53 g a 122,86 g. No estudo de Furuya et al. (2005), a redugdo
de 3% a 4% de proteina bruta na dieta de tildpias comprometeu o ganho de peso, enquanto

Boscolo et al. (2001) utilizou ragdo peletizada comercial.

Nesta pesquisa, o ganho de peso diario foi, em média, de 0,89%, superando os
valores de Furuya et al. (2005) e Boscolo et al. (2001), que registraram taxas de 0,48% e
0,31%, respectivamente, para tilapia do Nilo de linhagem tailandesa e nacional. Esses
resultados indicam que o ambiente da pesquisa proporcionou um crescimento superior ao
reportado nos estudos mencionados. No trabalho de Furuya et al. (2005), o menor ganho
de peso também foi associado a falta de oxidacdo do esqueleto carbonico dos

aminoacidos, o que limitou a formacdo de gordura e lipidios na dieta.

O fator de conversao alimentar (FCA) médio obtido foi de 1,48, em comparagao
com 1,23 relatado por Furuya et al. (2005). Esse valor foi alcangado ao reduzir o teor de
proteina bruta da dieta para menos de 30%, o que impactou o crescimento. Boscolo et al.
(2001), por sua vez, obtiveram fatores de conversao alimentar entre 1,31 ¢ 1,67, utilizando
racdo comercial peletizada com 32% de proteina bruta, valores similares ao encontrado

neste estudo.

Quanto ao teor de proteina consumida pelos peixes, observou-se que ele
permaneceu dentro da faixa de aceitacdo para o desempenho das tilapias, conforme
estabelecido por Rapatsa; Moyo (2016) e Polese (2021). Os autores enfatizam que a
inclusdo de K. alvarezii na dieta testada ndo teve efeito significativo no desempenho
zootécnico das tilapias (P>0,05). Rapatsa; Moyo (2016), ainda destacam que a quantidade
ideal de proteina na dieta das tilapias deve estar entre 30% e 35%. Neste estudo, a média
foi de 32,34% de proteina bruta, mantendo-se dentro da faixa recomendada, sem substituir
farinha de peixe por farinha de K. alvarezii, mas utilizando-a como complemento

dietético.
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Embora os niveis de proteina na farinha de K. alvarezii ndo superem os de outras
fontes, como carne e ossos e penas (Tabela II), o teor de proteina da macroalga foi de
apenas 5,83%, conforme relatado por Erwin (2015) e Polese (2021). Para atender as
exigéncias de 30% a 35% de proteina pura necessarias para o crescimento ideal das
tilapias, seria necessario complementar com, no minimo, 29,17% de proteina de origem
animal, podendo comprometer o desempenho ¢ a palatabilidade da racao diaria. Erwin
(2015) também adverte que niveis acima de 10% de farinha de K. alvarezii comprometem
a palatabilidade do alimento, resultando em mortalidade. Assim, a utilizagdo da
macroalga como substituto integral da farinha de peixe ndo ¢ recomendada, mas seus
ingredientes sdo aceitdveis para provocar efeitos secundarios benéficos, como acdes

antimicrobianas e imunologicas.

Por fim, Segundo Erwin (2015), Rapatsa; Moyo (2016) e Polese (2021), a tilapia,
sendo onivora, possui uma exigéncia proteica minima de 30% em sistemas de
confinamento, para garantir crescimento adequado e bom fator de conversao alimentar
em sistemas comerciais de aquicultura. Assim, K. alvarezii ndo ¢ viavel como fonte
primaria de proteina devido ao baixo teor proteico, mas ¢ recomendada como agente

auxiliar no fortalecimento do sistema imunolédgico e no controle de patogenos.

5.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Nos parametros bioquimicos do sangue, a proteina foi a Unica variavel que
apresentou diferenca significativa (P<0,05), com valor de 0,0381, indicando uma variagado
de 3,20 a 3,74 mg/dL. Polese (2021) ressalta que tais resultados podem variar
consideravelmente dependendo do ambiente ou da estacdo do ano em que os exames sdo
realizados. Contudo, em seu estudo, Polese (2021) ndo observou diferengas significativas
nos niveis de glicemia, proteina, triglicerideos e colesterol. Essa auséncia de variacao
pode ocorrer quando aditivos na dieta substituem parcialmente a farinha de peixe, sem

comprometer os compostos lipidicos.

Por sua vez, Erwin (2015) concluiu que a inclusdo de até 5% de farinha de
Kappaphycus. alvarezii na dieta ndo impacta os parametros bioquimicos do sangue.
Dessa forma, os tratamentos “controle” e os que utilizaram até 5% dessa macroalga

garantiram boas taxas de crescimento, sem alteragdes nos niveis sanguineos. No entanto,



1208
1209
1210
1211
1212

1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220

1221

1222
1223

1224
1225
1226
1227
1228
1229
1230
1231

1232
1233
1234
1235
1236
1237

56

concentragdes mais altas de farinha de macroalga (10%, 15% e 20%) podem provocar
variagoes significativas (P<0,05) nos niveis de glicemia, triglicerideos e colesterol,
devido a maior substituicdo da farinha de peixe. Erwin (2015) também observou que o
aumento dessas proporg¢des resulta em menor digestibilidade e menor consumo de ragao

pelos peixes.

Nesse contexto, Erwin (2015) destacou que a digestibilidade e a absorcao de
carboidratos foram reduzidas nos peixes submetidos aos testes. Isso ocorre porque as
carboidrases, enzimas responsaveis por quebrar os carboidratos em agucares simples,
apresentam baixa eficiéncia nesse cenario. A capacidade das células epiteliais em
absorver seletivamente substancias como glicose, galactose e frutose varia conforme as
concentragdes disponiveis. A farinha de K. alvarezii, por conter alta concentracdo de
compostos aglutinantes, quando misturada com outras ra¢des de alta densidade, pode

reduzir a palatabilidade e a digestibilidade nos peixes.

5.3 COMPOSICAO BIOQUIMICA DO FILE

A inclusdo de até 2,00% de farinha de K. alvarezii na dieta de tilapias
demonstrou um aporte proteico insuficiente para substituir a farinha de peixe em termos
de desempenho. Nao houve diferenca significativa na quantidade de proteina bruta entre
os tratamentos. Por outro lado, Polese (2021), ao trabalhar com concentragdes de 3%, 6%
e 9% de farinha de K. alvarezii, observou resultados distintos, mas nao superiores ao
controle. Em concentragdes acima de 3%, os resultados indicaram uma reducdo no
crescimento e aumento da mortalidade, conforme mostrado por graficos com tendéncia

negativa.

Os valores apresentados na Tabela V mostram variagdes minimas, mas
relevantes no extrato etéreo, que apresentou diferengas significativas entre os tratamentos.
Segundo Furuya ef al. (2005), foi identificado um efeito quadratico (P<0,05) dos
tratamentos sobre o extrato etéreo na carcaca das tildpias. O menor valor de gordura na
carcaca foi estimado com dietas contendo 27,50% de proteina digestivel. Embora esse

valor de proteina seja relativamente baixo, ele pode estar associado a menor utilizacao de
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gordura devido a oxidacdo do esqueleto carbonico dos aminoacidos, o que ¢

economicamente desfavoravel.

Por outro lado, a taxa de eficiéncia proteica e retengdo de nitrogénio foi
considerada aceitavel. Furuya et al. (2005) destacam que a Tilapia do Nilo é capaz de
metabolizar aminodacidos sintéticos de forma eficiente. Estudos anteriores demonstraram
que essa espécie utiliza bem peptideos de cadeias curtas e longas, indicando boa

adaptacdo enzimatica para dietas suplementadas com esses compostos.

Para alimentagdo ou desempenho utilizando como proteina principal a
macroalga Kappaphycus alvarezii em peixes, Shapawi et al. (2014) realizaram um estudo
com o robalo asidtico (Lates calcarifer), testando concentragdes de 6% até 22% de farelo
de macroalga vermelha, secado e processado pelos proprios autores. Os resultados
mostraram que a dieta controle, em conjunto com a menor concentracdo de macroalga,
de 6%, foi a que apresentou o rendimento desejado no desempenho dos robalos asiaticos.
No entanto, Shapawi ef al. (2014) observaram que, com valores nutricionais acima de 6%
de macroalga na dieta, o desempenho dos peixes foi comprometido, indicando que a K.
alvarezii ndo ¢ uma boa op¢ao como substituto da farinha de peixe. Essa limitagcdo foi
atribuida ao baixo aporte de aminoacidos essenciais, como metionina e fenilalanina,

presentes na farinha de macroalga.

Os niveis de cinzas na composi¢ao dos filés das tilapias apresentaram diferengas
significativas (Tabela V). Polese (2021) ressalta que a farinha de K. alvarezii deve ser
lavada com abundante 4dgua doce antes do processamento para reduzir os residuos
minerais (cinzas). A macroalga tende a acumular grandes quantidades de sais minerais,
como calcio, fosforo, sodio, ferro e cobre, em sua superficie, especialmente quando o
processo de lavagem ¢ insuficiente. A presenca elevada de cinzas nos musculos dos
peixes ¢ atribuida a esses minerais, que variam conforme o tratamento da farinha de

macroalga.
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5.4 CONTAGEM DE CELULAS DEFENSIVAS APOS O DESEMPENHO DAS
TILAPIAS

As células de defesa mais relevantes nesta pesquisa sdo as do sistema imune
inespecifico, ou sistema inato. Observou-se significancia nas porcentagens dos
monocitos, que apresentaram heterogeneidade de acordo com a dieta, sendo este um dado
importante. Segundo Aurell; Frappier (2012), os peixes possuem mais de uma maneira
de se defender ou se preparar, dependendo das condigdes ambientais em que se
desenvolvem. Guimaraes (2011) enfatiza que os niveis celulares das tilapias podem variar
conforme o ambiente em que habitam. Em viveiros escavados, os leucocitos podem
apresentar uma quantidade até 38,55% maior do que em tanques-rede, devido as
diferengas nas condi¢des de crescimento e a eutrofizagdo da agua, fator que pode impactar
diretamente o desempenho dos peixes. No entanto, essas condi¢des podem ser

controladas pelo aquicultor.

Os numeros totais de leucocitos, trombocitos e linfocitos no sistema sanguineo
das tilapias podem ser elevados quando as condi¢des da agua sao de baixa qualidade, uma
vez que a exposi¢do continua a bactérias pode influenciar nos valores dos globulos
brancos (Guimaraes, 2011). Ainda de acordo com a pesquisa de Guimaraes (2011), ¢
normal observar niveis mais elevados de hemadcias e leucocitos em tanques escavados e
de lona, especialmente em situagdes de menor concentragdo de oxigénio dissolvido. Isso
esta relacionado ao estresse ambiental e a elevacdo da concentracdo de hemoglobina
como uma estratégia adaptativa ao estresse, permitindo maior captacdo de oxigénio e

defesa imunologica.

Portanto, o sistema imunologico inespecifico dos peixes ¢ considerado a
primeira linha de defesa contra os patdgenos invasores (Sakthivel et al., 2015). Os
principais componentes do sistema imune inato sdo os macréfagos, monocitos,
granulocitos e elementos humorais. Os polissacarideos presentes na farinha de K.
alvarezii, como k-carragenana e i-carragenana, podem ativar as células do sistema
imunoldgico inato, como macréfagos e granuldcitos, promovendo a produgao de citocinas
e outras moléculas de defesa, o que fortalece a resisténcia contra infec¢des bacterianas.
Os imunoestimulantes podem ser administrados por inje¢ao, por imersao ou através da
alimentagdo, sendo esta ultima a forma mais eficaz para promover uma resposta

imunolodgica ao longo de todo o ciclo de vida do peixe (Sakthivel et al., 2015).
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Além dos leucocitos do sistema imune inato (macréfagos, monocitos, neutrofilos
e linfécitos NK), ¢ importante também monitorar outras células de defesa, como os
linfocitos T e B (Aurell; Frappier, 2012). No caso das tildpias em cultivo intensivo, como
nos tanques plasticos com recirculagdo de agua, os niveis tréficos aumentam, o que
favorece o crescimento de bactérias. Este aumento pode ser administrado na filtragdo da
agua, o que leva a um aumento de até 45,58% nas células defensivas e auxiliares, como
as células do sistema imune especifico, que sdo responsaveis pela memoria imunoldgica

e controle das bactérias patogénicas.

Consoante Sakthivel et al. (2015), ¢ fundamental utilizar imunoestimulantes,
como a farinha de K. alvarezii, em cultivos de peixes. Caso contrario, os peixes em
situacdes de estresse em tanques de terra podem ter suas células imunologicas
sobrecarregadas, o que permite a replicacdo de bactérias patogé€nicas. Por isso, ¢é
importante adicionar imunoestimulantes quando se requer uma aquicultura intensiva,
além de garantir uma boa filtracdo da dgua, tanto mecédnica quanto biofiltros com
cavidades eficientes, e utilizar probidticos para melhorar a flora intestinal e fortalecer as

defesas intestinais dos peixes (Oshiro, 2015).

5.5 PARAMETROS DOS DESAFIOS COM A Pseudomonas aeruginosa

O desafio com a bactéria Pseudomonas aeruginosa, envolvendo o sistema
imunologico dos peixes imunomodulados com a farinha de Kappaphycus alvarezii,
revelou uma mortalidade estatisticamente significativa (p<0,05). A reduc¢do na
mortalidade pode ser atribuida ao fato de os peixes permanecerem por um periodo inicial
sem estressores, como manejo, transporte ou qualquer tipo de manipulagdo mecanica.
Durante os primeiros 60 dias, os peixes foram alimentados diariamente com os
respectivos tratamentos, garantindo condigdes adequadas para a assimilagdo dos
compostos bioativos presentes na dieta. Esse periodo de estabilizagdo, embora
frequentemente desconsiderado por outros estudos, permitiu que as enzimas intestinais
desenvolvessem defesas bactericidas. Além disso, os metabolitos da K. alvarezii tiveram
a oportunidade de integrar-se ao sistema enzimatico dos 6rgaos e fortalecer as células

fagocitarias, contribuindo de maneira relevante para a imunidade dos peixes.
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Segundo Ali et al. (2021), a septicemia causada por Pseudomonas aeruginosa €
considerada uma das principais enfermidades que acometem peixes de cultivo em escala
global. Em sua pesquisa, os autores observaram que todos os peixes tratados com essa
bactéria apresentaram menor taxa de mortalidade quando suplementados com
imunoestimulantes, em comparacao com o grupo infectado e nao tratado. Esses resultados
confirmam a eficacia da administracdo de imunoestimulantes no fortalecimento do
sistema imunologico dos peixes, promovendo o controle das infecgdes e a manutengdo da

saude dos animais.

Além dos efeitos imunomoduladores, Sakthivel ef al. (2015) relataram que a
administracdo de extratos da farinha de K. alvarezii, na concentracdo de 30 mg/kg via
inje¢do, resultou em aumento significativo da resisténcia dos peixes a infec¢des
bacterianas, incluindo no caso do robalo-asiatico (Lates calcarifer). Esses autores
também testaram a inclusao da farinha de K. alvarezii na alimentacao, observando um
aumento expressivo da atividade enzimatica nos intestinos dos peixes. Enzimas
especificas apresentaram fungdes variadas, incluindo degradacdo e atividades
bactericidas. Nesse contexto, os metabolitos da macroalga demonstraram a capacidade de
degradar o peptidoglicano presente nas paredes celulares das bactérias, provocando sua

ruptura e consequente destrui¢ao.

De acordo com Sapuri (2014), a K. alvarezii contém compostos bioativos
fundamentais, como alcaloides, flavonoides, esteroides, taninos e saponinas. Esses
compostos, considerados substanciais ou, por outros autores, denominados de
metabolitos, desempenham fungdes defensivas no organismo dos peixes, atuando contra

células patogénicas e inibindo a replicacdo de micro-organismos nocivos.

Entre os compostos bioativos mencionados, os taninos apresentam propriedades
notaveis, pois possuem a capacidade de danificar membranas celulares bacterianas. Esses
compostos ligam-se as paredes de peptidoglicano das bactérias, interrompendo a
permeabilidade celular e causando a morte bacteriana (Siregar, 2012). Ainda segundo
Siregar (2012), os esteroides também se destacam pelo potencial antibacteriano. Esses
compostos sdo facilmente soltveis em lipidios, o que lhes permite penetrar com maior
eficiéncia nas paredes das células bacterianas, interrompendo seu crescimento e

protegendo as vilosidades intestinais e o trato gastrointestinal dos peixes.
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As saponinas, por sua vez, sdo compostas por ativos reconhecidos pela formagao
de espuma ao entrarem em contato com o meio aquatico, comportamento semelhante ao
de um sabdo. Segundo Ngajow et al. (2013), o mecanismo de a¢do das saponinas consiste
na reducdo da tensdo superficial, promovendo um aumento na permeabilidade celular.
Essa propriedade facilita a liberagdo de compostos intracelulares e contribui para a
desestabilizacdo das células bacterianas. Assim, as saponinas difundem-se através da
membrana externa e da parede celular bacteriana, ligando-se & membrana citoplasmatica.
Esse processo provoca a ruptura da membrana e a consequente reducdo da estabilidade
da célula bacteriana. Ao danificar os peptidoglicanos, as saponinas demonstram uma

potente acdo bactericida, conforme descrito por Ngajow ef al. (2013).

5.6 DIFERENCIAL DOS LEUCOCITOS

As contagens de células sanguineas totais ap6s o desafio com o patdgeno P.
aeruginosa apresentaram variacdes nos parametros celulares relacionados a imunidade
inata e especifica em func¢ao de cada concentragdo da dieta. Segundo Guimaraes (2011),
os valores de leucécitos sdo mais elevados em tanques escavados ou de lona, controlados
pelo homem, do que em tanques-rede. Nas tilapias estudadas por esse autor, os leucdcitos
totais em pL de sangue apresentaram percentuais de 34,83%, 38,55% e 33,28% maiores

em comparagao as contagens observadas em tilapias cultivadas em tanques-rede.

Em paralelo a isso, no presente estudo, o patégeno P. aeruginosa foi utilizado
em conjunto com a imunizagao dos peixes por meio da farinha de macroalga K. alvarezii,
buscando validar a resposta imunoestimulante frente a bactéria. Segundo Oshiro (2015),
ao tratar peixes com K. alvarezii como prebidtico e probidtico, observou-se que diferentes
concentragdes resultaram em niveis variados de defesa enzimatica e celular, além de
proporcionar memoria imunoldgica contra patdgenos oportunistas. Essa protecao
estendeu-se ndo apenas ao sistema intestinal, mas também ao nivel sanguineo e aos

orgaos.

Sakthivel et al. (2015) relatam que a administracdo de macroalgas vermelhas
contendo k-carragena, em doses de 10-30 mg/kg, e i-carragena, em 30 mg/kg, via inje¢do
intraperitoneal, aumentou a resisténcia de robalo-asidtico (Lates calcarifer) contra

infeccOes bacterianas. Resultados semelhantes foram observados em carpa-comum
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(Cyprinus carpio) e garoupa (Epinephelus coioides). Segundo os autores, o0s
imunoestimulantes podem ser aplicados por injecao, banho ou administrag¢ao oral, sendo
a alimentagdo a via mais viavel para induzir resisténcia ao longo do tempo, melhorando

o desempenho imunologico desde os estagios iniciais.

Os globulos brancos desempenham um papel essencial na resposta imunologica
dos peixes. Segundo Sakthivel et al. (2015), durante os processos inflamatorios, os
linfocitos se concentram nas areas afetadas, enquanto os macréfagos realizam a
fagocitose e transferem os residuos fagocitados para os linfocitos auxiliares CD4. Estes
ativam os linfocitos B, que se diferenciam em plasmocitos para produzir anticorpos
especificos. Além disso, os macrofagos promovem a diapedese, facilitando a liberagdo de
neutrofilos das artérias e veias, os quais fagocitam micro-organismos invasores. Esses
processos, fundamentais para a imunidade inata e adaptativa, sdo aprimorados pela

suplementagdo com K. alvarezii.

Ainda sobre os beneficios das macroalgas, Sakthivel et al. (2015) observaram
que a inclusdo de extratos de polissacarideos na dieta de robalos-asiaticos estimulou
significativamente o sistema imunologico celular. A farinha de K. alvarezii promoveu
uma ativagdo robusta da atividade fagocitica, contribuindo para a defesa e a integridade
dos orgdos dos peixes. O uso continuo dessa macroalga resultou na proliferacdo de
linfécitos em trutas-arco-iris ¢ no aumento de globulos brancos em garoupas
(Epinephelus malabaricus), indicando seu potencial imunoestimulante. Além disso, a
presenca de lisozima, uma enzima associada a Lise bacteriana, foi reforcada, ativando o
sistema complemento e melhorando a fagocitose. Esses efeitos foram particularmente
evidentes em carpas Jian (Cyprinus carpio) e corvinas-amarelas (Pseudoscianena

crocea), 20 a 30 dias ap0s o inicio da alimentacdo com a farinha de K. alvarezii.

Por sua vez, Rehan et al. (2024) constataram que o uso de 6leo de Origanum
vulgare em Tilapias-do-Nilo desafiadas com Pseudomonas aeruginosa resultou em
aumentos significativos na contagem total de leucocitos, indicando a ativacao do sistema
imunoldgico. Esses autores também enfatizaram que aditivos alimentares, como
macroalgas vermelhas, Mentha piperita (hortela-pimenta), extratos de folhas de
Andrographis paniculata, frutos oligossacarideos e Bacillus subtilis, ttm demonstrado
melhorias nos parametros imunologicos das tildpias, como o aumento dos niveis de

globulina no sangue e da resisténcia a doencgas bacterianas.
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Em sua pesquisa, Coronel (2016) realizou experimentos in vitro com 11
bactérias patogénicas Gram-negativas e Gram-positivas. Ele destacou que a composi¢ao
bioquimica de Kappaphycus alvarezii, rica em carboidratos, proteinas, lipidios, acidos
graxos, aminodcidos, esteroides e fendis, além de metabolitos secundarios como
terpenoides, florotaninos ¢ flavonoides, confere a alga vermelha propriedades
antimicrobianas eficazes contra micro-organismos patogénicos. Em experimentos de
inibicdo bacteriana, Coronel observou que a dieta suplementada com farinha de K.
alvarezii inibiu o crescimento bacteriano a partir de concentragdes de 312,5 mg/mL.
Utilizando a técnica de disco-difusdo em agar, foi registrado um halo de inibi¢do de 8,6
mm na concentracdo de 300 pg do extrato bruto de K. alvarezii contra isolados de Vibrio

harveyi e Pseudomonas aeruginosa.

Além disso, Coronel (2016) verificou que o extrato de K. alvarezii foi capaz de
inibir 80% (4/5) das cepas de Vibrio testadas, incluindo Vibrio harveyi. A inica excegdo
foi a Vibrio alginolyticus, cuja resisténcia foi associada a doenga ice-ice, que afeta
macroalgas vermelhas. Assim, Coronel sugeriu que a inatividade do extrato frente a
Vibrio alginolyticus esta diretamente relacionada a patogenicidade especifica dessa

bactéria para as macroalgas.

5.7 AVALIACAO DAS LESOES INTESTINAIS

No presente estudo, foram identificados diferentes niveis de alteragdes no
intestino anterior, localizado a 4,5 cm do estdmago, apds o duodeno. Essas alteracdes
foram observadas em relacdo a concentragdo de farinha de K. alvarezii na dieta, que
contém compostos bioativos capazes de proteger as vilosidades intestinais. A protecdo
ocorre por meio da ruptura das paredes celulares das bactérias, o que reduz a necessidade
de uma resposta imune exacerbada e contribui para a preservagdo da integridade do

intestino.

Uma das observagoes trabalhadas com esta macroalga foi Lisboa (2021), na sua
pesquisa relata que trabalhou com a bactéria Streptococcus agalctiae, e nas observagoes
dos intestinos ndo suplementados com dietas com farinha de K. alvarezii houve aumento
das células caliciformes, porém nos peixes com o suplemento da macroalga ndo houve

padrdo nessa observacao.
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Nesse contexto, Lisboa (2021) investigou os efeitos da suplementacgdo de dietas
com farinha de K. alvarezii em peixes expostos a bactéria Streptococcus agalactiae. Seus
resultados mostraram que, nos intestinos de peixes sem o suplemento, houve um aumento
significativo de células caliciformes. Em contrapartida, nos individuos suplementados,
nao se observou um padrio consistente nesse aspecto. Segundo Lisboa (2021), a presenga
elevada de células caliciformes ¢ caracteristica de peixes que nao receberam aditivos
imunoestimulantes. Isso se deve a agdo de compostos como taninos, flavonoides,
terpenoides, esteroides e saponinas presentes na macroalga, que rompem as paredes
celulares bacterianas. Essa acdo reduz a demanda funcional das células caliciformes,
evitando sua replicacdo excessiva e, consequentemente, contribuindo para a satude

intestinal.

A relagdo entre as vilosidades intestinais e as células caliciformes foi
aprofundada por Lisboa (2021) e Sakthivel et al. (2015). Ambos destacam que a
quantidade dessas células pode variar conforme a exposi¢do a patdogenos oportunistas.
Quando as vilosidades intestinais sofrem lesdes devido a a¢do de microrganismos, as
células caliciformes se multiplicam para reparar os danos e proteger a integridade
intestinal. Contudo, a suplementacdo com K. alvarezii demonstrou prevenir lesdes
significativas, mantendo um numero estavel de células caliciformes. Essa estabilidade
reflete a agdo dos metabdlitos da macroalga, que auxiliam na ruptura das bactérias e

evitam danos as vilosidades.

Sakthivel et al. (2015) também relataram alteragdes histologicas no robalo
asiatico (Lates calcarifer) alimentado com dietas contendo K. alvarezii e submetido a
inje¢do intraperitoneal. Essas altera¢des incluiram grandes seios venosos e arteriolas com
alta concentracdo de linfocitos, indicando uma resposta inflamatéria significativa. Essa
inflamacao, embora parte do processo imune, pode prejudicar a absor¢do de nutrientes e

impactar negativamente a eficiéncia alimentar, comprometendo a saude geral dos peixes.

Resultados semelhantes foram observados por Ali et al. (2021) ao estudar
Tilapias-do-Nilo infectadas com P. aeruginosa. Essas tilapias apresentaram distensdo
abdominal, vesicula biliar aumentada ¢ intestino necrosado. Os antibidticos utilizados no
estudo foram eficazes no controle da bactéria em outras partes do corpo, mas ndo
promoveram alteragdes favoraveis no intestino. Isso ocorreu devido a auséncia de

estimulos para a producao de enzimas intestinais ou a proliferacdo de compostos bioativos
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essenciais, como os taninos e flavonoides presentes na farinha de K. alvarezii, que

poderiam proteger as vilosidades e preservar a integridade intestinal.

Rehan et al. (2024) corroboram essas observagdes em um estudo com tildpia do
Nilo desafiada com P. aeruginosa. Os resultados indicaram que a infec¢ao gerou lesdes
no estdmago e intestino. No entanto, o uso de 6leo de Origanum vulgare demonstrou
efeitos positivos, como a melhora das comunidades microbianas intestinais e a redu¢do
da inflamagdo. Os autores atribuiram esses beneficios as propriedades antimicrobianas e
sinérgicas do florfenicol, carvacrol e timol presentes no 6leo, que neutralizaram os

impactos do patdgeno e mantiveram a funcionalidade normal do trato gastrointestinal.

5.8 AVALIACAO MORFOMETRICA DAS VILOSIDADES INTESTINAIS E
CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS CALCIFORMES DA
TILAPIA DO NILO

A tilapia do Nilo submetida a diferentes dietas durante 75 dias - Kappa 0,00
(controle), Kappa 0,50, Kappa 1,00, Kappa 1,50 e Kappa 2,00% - apresentou variagdes
significativas no crescimento das vilosidades intestinais. O grupo Kappa 0,50 destacou-
se como a mais eficaz, promovendo um aumento de até 140,9% no comprimento das
vilosidades em relagdo ao controle, além de maior largura. J4 a dieta Kappa 2,00 obteve
a segunda melhor performance, apresentando vilosidades mais longas, integras e com

menor quantidade de células caliciformes em comparagdo aos demais tratamentos.

Em contraste, estudos prévios, como o de Sakthivel et al. (2015), apresentaram
resultados distintos. Nesse estudo, a duracdo da imunizagdo foi limitada a 15 dias,
resultando em um incremento modesto no comprimento das vilosidades, de apenas 1,7%.
Além disso, verificou-se um numero elevado de células caliciformes, possivelmente
devido a insuficiéncia de metabolitos essenciais para o fortalecimento e prote¢do das

vilosidades contra o desafio imposto pela espécie Vibrio.

Por outro lado, a pesquisa conduzida por Ali et al. (2021) ndo teve uma
preparacgdo prévia das tilapias antes do desafio com P. aeruginosa, o que resultou em
taxas de mortalidade elevadas tanto no grupo controle quanto nos diferentes tratamentos.

O estudo empregou injegdes intraperitoneais de antibidticos, comparando grupos tratados
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a cada 24 e 72 horas. Os resultados indicaram menor mortalidade no grupo tratado com

injecdes a cada 72 horas.

Adicionalmente, Rehan et al. (2024) relataram um experimento com duracao de
28 dias, no qual administraram o6leo de Origanum vulgare. Esse tempo, considerado
insuficiente para o fortalecimento € o crescimento adequados das tilapias, resultou em
mortalidades tanto no controle quanto nos grupos tratados com diferentes doses do 6leo.
Embora tenha havido algum impacto nas respostas defensivas dos peixes, os resultados
ndo apresentaram significancia estatistica, limitando as conclusdes sobre a eficacia da

abordagem.

59 AVALIACAO DO FiGADO DA TILAPIA DO NILO SOB OS
DIFERENTES TRATAMENTOS COM A FARINHA DE Kappaphycus

alvarezii

Os achados histopatoldgicos do figado foram fundamentais para avaliar
diferentes qualificagdes relacionadas ao estado dos hepatocitos, sinusdides hepaticos,
vénulas e arteriolas dos centros lobulares do figado dos peixes. Observou-se que as
necroses e os centros melanomacrofagicos desempenharam papel relevante na fagocitose
das bactérias presentes. De acordo com Rehan et al. (2024), as enzimas ALT e AST atuam
como biomarcadores cruciais para avaliar a satide do figado e a condigdo geral dos
organismos. Em situagdes de estresse, como infecg¢ao, exposicao a xenobidticos ou fatores
ambientais adversos, os niveis dessas enzimas, assim como de ureia e creatinina séricas,

tendem a aumentar.

A pesquisa conduzida por Rehan et al. (2024) indicou que niveis elevados de
ALT e AST podem sinalizar doengas hepaticas. Este estudo também investigou os centros
melanomacrofagicos e as necroses hepaticas, evidenciando que, com a inclusdo
progressiva do o6leo de Origanum vulgare na dieta de tilapias desafiadas com
Pseudomonas aeruginosa, houve uma reducao significativa das alteragdes hepaticas. O
carvacrol, principal componente do 6leo de Origanum vulgare, foi apontado como
responsavel por reduzir de maneira expressiva as atividades de ALT e AST, protegendo

o figado contra esteatose hepatica e lesoes hepaticas.
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Por outra parte, pesquisas como Ali et al. (2021), explica que a P. aeruginosa ¢
uma bactéria oportunista que um dos alvos imediatos desta bactéria € o figado provocando
enterite hemorragica, figado aumentado e congestionado. Nos achados hepaticos
histopatologicos dos peixes ndo infectado apresentou arquitetura normal do tecido
hepatico, auséncia que quaisquer alteragdes inflamatdrias ou degenerativas. Ali et al.
(2021) demonstraram que a P. aeruginosa ¢ uma bactéria oportunista que atinge
rapidamente o figado, provocando enterite hemorragica, aumento e congestdo hepatica.
Em suas analises histopatologicas, os peixes ndo infectados apresentaram arquitetura
normal do tecido hepatico, sem alteragdes inflamatdrias ou degenerativas. Ja os peixes
infectados, ndo tratados, mostraram degeneragdo vacuolar maciga, necrose focal (com
hepatocitos necréticos), picnose e fragmentagdo nuclear das células hepaticas.
Adicionalmente, observaram-se congestao dos sinuséides hepaticos e vasos sanguineos
dilatados, além de infiltrado inflamatério abundante. Peixes tratados com cefotaxima
apresentaram apenas vacuolizacdo focal leve. No entanto, aqueles submetidos a
tratamento diario demonstraram degeneragdo vacuolar difusa, necrose e infiltracao
linfocitica, enquanto o tratamento a cada 72 horas resultou em vacuolizacdo hepatica

difusa moderada e auséncia completa de reagdes inflamatorias no figado.

Conforme Ribeiro (2011), em estudos com Prochilodus argenteus, peixes
teledsteos sdo ferramentas biomarcadoras importantes devido ao seu papel no topo da
cadeia alimentar e a exposicao direta ao ambiente aquatico. Nestes organismos, o figado
¢ o principal 6rgao envolvido na detoxificagcdo de compostos xenobidticos, tornando-se
alvo frequente de respostas biomarcadoras em analises de patogenicidade em sistemas
aquicolas e estudos de impacto ambiental em rios e cachoeiras. Ribeiro (2011) também
destaca que, diante de infec¢des, os centros melanomacrofagicos podem apresentar-se
concentrados ou disseminados no tecido hepatico, funcionando como células de Kupffer
que fagocitam agentes bacterianos. Esse fendmeno pode indicar a capacidade do

organismo de resistir ou sucumbir a patdégenos.

Além disso, condigdes de estresse fisico, como transporte ou manejo
inadequado, podem levar a liberacdo de cortisol, comprometendo o sistema imunologico.
Esse hormonio pode permitir que bactérias previamente controladas pelo sistema
imunoldgico se disseminem, atingindo os macrofagos e, eventualmente, o figado através
do intestino. Dessa forma, a infec¢ao hepatica pode ser um reflexo do equilibrio entre o

sistema imunologico e a capacidade patogénica da bactéria.
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5.10 AVALIACAO DO BACO DA TILAPIA DO NILO SOB OS
DIFERENTES TRATAMENTOS COM A FARINHA DE Kappaphycus

alvarezii

As avaliacdes histopatoldgicas do bago demonstraram sua importancia como
orgao linfatico central na circulagdo sanguinea, responsavel pela filtragem de células
envelhecidas e pela liberagao de linfocitos NK e macréfagos para a fagocitose de células
estranhas. Essa atividade resulta na formacdo de centros melanomacrofagicos, que
desempenham papel fundamental na neutralizacdo de corpos estranhos, como destacado

por Ribeiro (2011).

Sakthivel et al. (2015) reforgam que as investigacdes sobre o bago em teledsteos
tém se concentrado nos compartimentos fundamentais do sistema imunitario, como
linfocitos e macrofagos. No estudo com K. alvarezii em robalo-asiatico (Lates calcarifer),
observou-se que os centros melanomacrofagicos e linfocitos eram evidentes tanto em
peixes alimentados com a dieta controle quanto nas dietas suplementadas com macroalgas
vermelhas. Segundo os autores, a imunidade humoral, mediada pelos metabdlitos da K.
alvarezii, intervém no sistema adaptativo, possibilitando a fagocitose ndo apenas de

bactérias, mas também de leucdcitos e outras células que completaram seu ciclo de vida.

Lisboa (2021), em sua pesquisa com Tilapias-do-Nilo suplementadas com K.
alvarezii, destacou que os centros melanomacrofagicos no baco sdo aglomeragodes
pigmentadas de macrofagos que defendem o organismo contra micro-organismos e
auxiliam na destruicdo de eritrocitos envelhecidos. Ribeiro (2011) complementa que o
bago permite apenas a saida de células vidveis, enquanto arteriolas esplénicas necrosadas
ou circundadas por centros melanomacrofagicos indicam a presenga de patdogenos fortes,
como bactérias proteoliticas. Nesses casos, macrofagos e linfocitos atuam rapidamente
no tecido do bacgo, particularmente na polpa branca, para combater o patdgeno que entra

pelos sinusoéides esplénicos.

A pesquisa de Ali et al. (2021), com P. aeruginosa em tilapia do Nilo tratadas
com cefotaxima sodica, revelou que essa bactéria oportunista afeta peixes
imunocomprometidos, causando septicemia sistémica. Clinicamente, o0s peixes

apresentaram alta mortalidade, lesdes hemorragicas na pele, distensdo abdominal (ascite)
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e exoftalmia. Internamente, o bago mostrou-se comprometido, com elevada carga de
linfécitos e centros melanomacrofagicos, obstruindo os sinuséides esplénicos e

provocando necrose nas paredes vasculares, o que agravou a condi¢do dos peixes.

Rehan et al. (2024), em um estudo com tilapia do Nilo desafiadas com
Pseudomonas aeruginosa e suplementadas com oleo de Origanum vulgare, relataram
alteragdes significativas no bago. O exame post-mortem revelou esplenomegalia,
aumento da vesicula biliar e ascite no abdomen. A analise bacteriologica confirmou a
presenga de P. aeruginosa. Lesdes patologicas no figado e no bago foram mais
pronunciadas nos grupos nao tratados, enquanto os grupos suplementados apresentaram
reducdo nas alteracdes, com destaque para a diminui¢do dos centros melanomacrofagicos

esplénicos.

Os resultados de Rehan et al (2024) sugerem que os centros
melanomacrofagicos desempenham um papel essencial na resposta imunitaria contra
infecgdes bacterianas. A suplementacdo dietética com o6leo de Origanum vulgare
promoveu uma melhora no estado imunitario dos peixes, reduzindo a gravidade das lesoes
no bago. De forma semelhante, os grupos suplementados com farinha de K. alvarezii
demonstraram que concentragdes mais altas da macroalga resultaram em menor impacto

da bactéria nos 6rgdos, incluindo o bago.

Em todos os grupos que receberam suplementacao de K. alvarezii, observou-se
a presenca de centros melanomacrofdgicos. Entretanto, os metabolitos da macroalga
reforgaram o sistema imunoldgico, permitindo uma resposta fagocitaria mais eficiente
contra as bactérias, em comparacdo ao grupo controle (Kappa 0,00). Nesse grupo, os
centros melanomacrofagicos estavam mais evidentes e concentrados ao redor das

trabéculas esplénicas e arteriolas danificadas pela a¢do bacteriana.

6. CONCLUSAO

A inclusdo de farinha da macroalga K. alvarezii até 2% na dieta de juvenis de
Tilapia do Nilo ndo promoveu melhorias significativas no desempenho produtivo desses
peixes. Contudo, o impacto imunologico dos componentes presentes na farinha da
macroalga revelou-se notavel, especialmente pela influéncia em células do sistema

imunolédgico, como macrofagos, mondcitos, neutrofilos e linfocitos.
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Juvenis de tilapia alimentados com dietas suplementadas com farinha de K.
alvarezii apresentaram o0rgaos vitais, como figado, bago e intestino, mais preservados em
comparag¢do aos peixes do grupo controle. A inclusdo da macroalga na dieta promove
beneficios importantes para a satde e resiliéncia dos peixes diante de desafios

patogénicos.
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7. RECOMENDACAO

Recomenda-se a utilizacdo da farinha da macroalga Kappaphycus alvarezii
como aditivo em dietas para Tildpia do Nilo. A inclusdo de até 2,00% da farinha de K.
alvarezii mostrou-se suficiente para promover imunizagdo ¢ manter a saude dos peixes
em recintos aquicolas. Isso porque o estado de saude dos peixes ¢ um fator crucial para o
crescimento, enquanto a robustez do sistema imunoldégico garante maior taxa de
sobrevivéncia. Assim, o uso desse aditivo ¢ uma estratégia eficaz para aliar desempenho

produtivo a resiliéncia sanitaria no cultivo de tilapias.
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