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Resumo

Surtos de doencas bacterianas causadas por Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila
sdo considerados como um dos principais entraves para o desenvolvimento da producdo
intensiva de Oreochromis niloticus no Brasil e no mundo. Recentemente, como alternativa ao
uso indiscriminado de antibioticos para controle de bactérias, tém-se aumentado a aplicagdo de
fitoterapicos na aquicultura, devido as suas caracteristicas de comprovada a¢do antimicrobiana
e melhora do crescimento. Neste sentido, a espécie vegetal Anacardium occidentale, conhecida
popularmente como cajueiro vermelho, embora tenha o uso de sua casca em logdes e extratos
hidroalcdolicos para combater infecgdes em humanos, ndo possui estudos de sua aplicagdo na
tilapicultura. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da suplementacgéo
dietaria do extrato etandlico de A. occidentale sobre as variaveis de desempenho zootécnico, as
variaveis hematologicas e a morfologia intestinal de alevinos de O. niloticus. Inicialmente, foi
realizado um teste in vitro com as bactérias S. agalactiae e Aeromonas hydrophila de
Concentracdo Inibitoria Minima (MIC), a fim de determinar as concentracdes no experimento
in vivo. Um total de 180 alevinos de O. niloticus com peso médio inicial de 3,75 g foram
distribuidos aleatoriamente em quatro tratamentos (densidade de 300 peixes/m3): (i) oferta de
ragio comercial com MIC para a concentragdo bacteriana de 102 UFC/ml de S. agalactiae; (ii)
oferta de racdo comercial com MIC para a concentracdo bacteriana de 10° UFC/ml de S.
agalactiae; (iii) oferta de racdo comercial com MIC para a concentragdo bacteriana de 10’
UFC/ml de S. agalactiae e; (iv) grupo controle (racdo comercial sem adi¢do de extrato), todos
com trés repeticbes cada. O experimento teve duracdo de 30 dias, no qual as racOes
experimentais foram ofertadas trés vezes ao dia até a saciedade aparente. A cada 10 dias, foram
efetuadas biometrias para analise das variaveis zootécnicas e, ao logo do experimento (inicio,
meio e fim), amostras de sangue foram realizadas para avaliacdo das variaveis hematologicas.
Para a determinacdo da morfologia intestinal, uma porcao (3 cm) do intestino proximal de cada
individuo foi retirada. Os resultados obtidos demonstraram que ndo houve diferenca
significativa para os valores médios de TCE, ganho de peso semanal e peso médio final entre
os tratamentos. Menores valores médios de ganho de biomassa e sobrevivéncia foram
determinados no tratamento com 3% de extrato, enquanto o menor FCA foi observado no
tratamento com 5% de extrato. As concentragOes testadas nédo interferiram nos parametros
hematol6gicos dos peixes. O maior valor médio da altura das vilosidades intestinais foi
determinado no tratamento com 4%. Por fim, o consumo do extrato etanélico a partir da racéo
ndo afetou de forma significativa os parametros zootécnicos nem hematoldgicos dos peixes,
mas, a depender da dose, pode interferir na altura das vilosidades intestinais dos peixes

Palavras-chave: Fitoterapico, Piscicultura, Tilapia, Hematologia, Morfologia intestinal.
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Abstract

Outbreaks of bacterial diseases caused by Streptococcus agalactiae and Aeromonas hydrophila
are considered as one of the main obstacles to the development of intensive production of
Oreochromis niloticus in Brazil and worldwide. Recently, as an alternative to the indiscriminate
use of antibiotics to control bacteria, the application of herbal medicines in aquaculture has
been increased due to its characteristics of proven antimicrobial action and improvement of
growth. In this sense, the plant species Anacardium occidentale, popularly known as red
cashew, although it has the use of its bark in lotions and hydroalcoholic extracts to fight
infections in humans, has no studies of its application in tilapiculture. Thus, the objective of
this study was to evaluate the influence of the diode supplementation of the ethanol extract of
A. occidentale on the variables of zootechnical performance, hematological variables and
intestinal morphology of fingerlings of O. niloticus. Initially, an in vitro test was performed
with the bacteria S. agalactiae and A. hydrophila of Minimum Inhibition Concentration (MIC)
in order to determine the concentrations in the in vivo experiment. A total of 180 fingerlings of
O. niloticus with initial average weight of 3.75 g were randomly distributed into four treatments
(density of 300 fish/m3): (i) offer of commercial feed with MIC for bacterial concentration of
103 CFU/ml of S. agalactiae; (ii) offer of commercial feed with MIC for bacterial concentration
of 10° CFU/mI of S. agalactiae; (iii) offer of commercial feed with MIC for bacterial
concentration of 10’ CFU/ml of S. agalactiae and; (iv) control group (commercial ration
without addition of extract), all with three replications each. The experiment lasted 30 days, in
which the experimental diets were offered three times a day until the apparent satiety. Every 10
days, biometrics were performed to analyze the zootechnical variables and, at the beginning of
the experiment (beginning, middle and end), blood samples were performed to evaluate the
hematological variables. To determine intestinal morphology, one portion (3 cm) of the
proximal intestine of each individual was removed. The results showed that there was no
significant difference for the mean values of TCE, weekly weight gain and final average weight
between treatments. Lower mean values of biomass gain and survival were determined in the
treatment with 3% of extract, while the lowest FCA was observed in the treatment with 5% of
extract. The concentrations tested did not interfere in the hematological parameters of the fish.
The highest mean height value of intestinal villi was determined in the treatment with 4%.
Finally, the consumption of ethanol extract from feed did not significantly affect the
zootechnical or hematological parameters of fish, but, depending on the dose, may interfere at
the height of the intestinal villi of fish.

Key words: Herbal therapy, Fish farming, Tilapia, Intestinal Morphology.
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1. Introducgéo

1.1- Contextualizacdo da pesquisa

Héa décadas firmada como o setor mais produtivo dentro da aquicultura mundial, com 57,5
milhdes de toneladas produzidas em 2020, a piscicultura ganha mais uma vez destaque como
sendo a atividade mais produtiva de pescado cultivado, pois, de todo o montante produzido,
representa um total de 66% de toda a producédo da aquicultura mundial, gerando certa de 146,1
bilhGes de ddlares ao ano (FAO, 2022). Ocupando o 3° lugar no ranking das espécies mais
cultivadas mundialmente, com 4.407,2 mil toneladas produzidas, a Oreochromis niloticus
representa 9% de todo o volume de peixes produzidos (FAO, 2022).

No Brasil, a piscicultura é o principal setor produtivo da aquicultura nacional, com
aproximadamente de 559,1 mil toneladas produzidas em 2021 (IBGE, 2022). Neste cenério, a
tilapia (Oreochromis spp.) mais uma vez ganha destaque na producédo e se mantém no 1° lugar
do ranking das espécies mais cultivas nacionalmente, com 361,2 mil toneladas produzidas em
2021, ou seja, ela representa 64,6% de toda producao de peixes cultivados (IBGE, 2022). Desse
total, o estado de Pernambuco aparece como maior produtor da regido Nordeste, com 19.313
toneladas, ainda segundo dados do IBGE (2022), a tilapia € amplamente cultivada no territério
nacional devido as caracteristicas de rusticidade, bom desempenho produtivo e aceitacdo de
mercado dessa espécie. No entanto, apesar da Oreochromis spp ser uma espécie rustica, a
intensificacdo dos sistemas de cultivo juntamente com o manejo inadequado, tem possibilitado
a instalacdo e a disseminacdo de doencas que comprometem a salde desses animais, levando-
0s, ndo raramente, a morte e, consequentemente, a grandes perdas econdmicas para 0S

produtores.

Dentre os surtos de doencas bacterianas descritas na tilapicultura, destacam-se as
causadas por Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila, Francisella noatunensis, S.
iniae, Pleisiomonas shigelloides e Edwardsiella tarda (DELPHINO et al., 2019), pois séo
altamente virulentas e afetam a salde dos animais cultivados, gerando altas taxas de
mortalidade (EI-SAYED, 2019).

A fim de controlar a mortalidade dos organismos cultivados, combater as infec¢oes
bacterianas e evitar grandes perdas econémicas nas pisciculturas, é frequente o uso recorrente
de quimioterapicos, no entanto, seu uso indiscriminado para controle de bacterioses na
aquicultura, podem contaminar os peixes e todos 0s organismos envolvidos na cadeia alimentar
aquatica, gerando resisténcia bacteriana (MONIR et al. 2020; RICO e VAN DEN BRINK,



FELIX, I.L. Efeito do extrato etandlico de Anacardium occidentale sobre o desempenho...

2014; CHONG et al., 2020). Neste sentido, visando sanar os problemas causados pelas
infecgOes bacterianas e buscando alternativas eficientes para o controle de bacterioses em

peixes, algumas abordagens tém se destacado, como o uso de fitoterapicos.

Atualmente, muitos fitoterapicos tém sido utilizados para combater agentes infecciosos
na aquicultura, pois eles possuem compostos quimicos que inibem o crescimento desses
organismos (THANIGAIVEL et al. 2015, sendo também considerados produtos
economicamente viaveis com reduzido efeitos colaterais (CITARASU, 2010). Porém, além de
analisar o efeito antibactericida dos fitoterapicos empregados na piscicultura e de levar em
consideracdo o fator econdmico, € necesséario investigar a influéncia destes produtos
alternativos sobre os animais cultivados. Yousefi et al (2019) em seu estudo com p6 da folha
de alecrim na dieta de Cyprinus carpio cultivados sob estresse e em alta densidade de
estocagem, concluiram que o uso deste fitoterapico promove um maior crescimento dos
animais, melhora os pardmetros antioxidantes e imunolégicos e mitiga os efeitos negativos do

estresse causado pela alta densidade.

Valladao et al. (2017) observaram que a utilizacdo de 6leos essenciais de Mentha piperita
e de Melaleuca alternifolia na dieta de tilapia do Nilo aumenta a imunidade inata e contribuem
significativamente para a resposta imunoldgica dessa espécie, aumentando também, o tamanho
da vilosidade intestinal destes peixes, proporcionando assim um intestino mais saudavel para
0s peixes alimentados com essa dieta. Segundo Wu et al. (2013), a suplementacédo da dieta com
Sophora flavescens contribui para aumento da imunidade, resisténcia e sobrevivéncia de tilapia

desafiadas com Streptococcus agalactiae.

Além dos fitoterapicos mencionados, outras plantas medicinais, que apresentam atividade
antimicrobiana, como é o caso do extrato de Anacardium occidentale, sdo corriqueiramente
utilizadas na medicina tradicional e podem ser consideradas como potenciais produtos
alternativos para uso na aquicultura. A Anacardium occidentale, conhecida popularmente como
cajueiro-vermelho é uma planta oriunda do Nordeste brasileiro, com caracteristicas
terapéuticas: agdo antimicrobiana, cicatrizante, analgésica, efeitos hipotensivos entre outros
(PADILHA et al., 2020).

A casca do caule dessa planta é rica em taninos flobabénicos, fendis, catequinas,
alcaldides, acidos anacardicos com cadeia lateral insaturada entre outros compostos (SANTOS,
2011; CHAVES et al., 2010), que conferem a casca funcéo antimicrobiana e anti-estresse. Os

fenois presentes na nesta parte da planta possuem uma acao inespecifica sobre microrganismos,

10
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rompendo a parede celular bacteriana e inibindo os sistemas enzimaéticos para sua formacédo
(HASLAM, 1995; JORGE et al., 1996; AKINPELU, 2001), caracteristicas que a fazem um

promissor fitoterapico para o controle de bacterioses na aquicultura.

1.2- Objetivos
1.2.1 — Objetivo Geral

v Analisar o efeito do extrato hidroalc6olico da casca do caule da Anacardium occidentale
sobre as variaveis de desempenho zootécnico, as variaveis hematologicas e a morfologia

intestinal de alevinos de O. niloticus.

1.2.2- Objetivos especificos

v Determinar os constituintes quimicos do extrato etanélico da casca do caule de
Anacardium occidentale;

v Avaliar, in vitro, a acdo antibacteriana do extrato de A. occidentale sobre as bactérias
Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila;

v Avaliar a influéncia da suplementacdo dietaria do extrato de A. occidentale sobre as
variaveis de desempenho zootécnico, as variaveis hematologicas e a morfologia

intestinal de alevinos de O. niloticus.

11
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2. Artigo cientifico:

EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DE Anacardium occidentale SOBRE O
DESEMPENHO ZOOTECNICO, PARAMETROS HEMATOLOGICOS E MORFOLOGIA
INTESTINAL DE ALEVINOS DE Oreochromis niloticus

Islaine Lemos Felix?, Fernando Leandro dos Santos®, Scarlatt Paloma Alves da Silva?, Sérgio

Pereira Caldas?, Gisely Karla de Almeida Costa?, Suzianny Maria Bezerra Cabral da Silva®”

& Departamento de Pesca e Aquicultura (DEPAqQ. Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Rua Dom Manoel de Medeiros - s/n, Dois Irméos, Recife, Pernambuco, Brasil, CEP 52.171-
900.

® Departamento de Medicina Veterinaria. Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Rua
Dom Manoel de Medeiros - s/n, Dois Irmaos, Recife, Pernambuco, Brasil, CEP 52.171-900.

" autor correspondente: suzianny.silva@ufrpe.br
Abstract

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do extrato etandlico da casca do caule da
Anacardium occidentale sobre o desempenho zootécnico, variaveis hematoldgicas e morfologia
intestinal de alevinos de Oreochromis niloticus. Inicialmente, foi realizado o teste de
Concentracao Inibitéria Minima (MIC) do extrato (1% a 5%) sobre trés concentracdes de S.
agalactiae e A. hydrophila (103 10°e 10’ UFC/ml) para determinagdo das concentracdes a
serem usadas na dieta dos animais. Em seguida, alevinos de O. niloticus foram submetidos as
dietas contendo o extrato de A. occidentale, gerando os tratamentos (densidade de 300
peixes/m3): (i) oferta de racdo comercial com MIC para a concentragio bacteriana de 103
UFC/ml de S. agalactiae; (ii) oferta de racdo comercial com MIC para a concentracdo
bacteriana de 10° UFC/ml de S. agalactiae; (iii) oferta de racdo comercial com MIC para a
concentragio bacteriana de 10’ UFC/ml de S. agalactiae €; (iv) grupo controle (ragdo comercial
sem adicdo de extrato), todos com trés repeticdes cada. O experimento teve duracdo de 30 dias,
no qual as racdes experimentais foram ofertadas trés vezes ao dia até a saciedade aparente. A
cada 10 dias, foram efetuadas biometrias para analise das variaveis zootécnicas e, ao logo do
experimento (inicio, meio e fim), amostras de sangue foram realizadas para avaliacdo das
variaveis hematoldgicas. Para a determinacdo da morfologia intestinal, uma porcdo (3 cm) do
intestino proximal de cada individuo foi retirada. Os resultados da MIC observados para as
concentragdes de 10°, 10°e 10" UFC/ml de S. agalactiae foram, respectivamente, de 3%, 4% e
5% do extrato, enquanto para A. hydrophila, as concentracGes do extrato que inativou as
concentragdes de 10°, 10° e 107 UFC/ml foram, respectivamente, 4%, 4% e 5%. N&o houve
diferenca significativa para os valores médios de TCE, ganho de peso semanal e peso médio
final entre os tratamentos. Menores valores médios de ganho de biomassa e sobrevivéncia
foram observados no tratamento com 3% de extrato, enquanto que o menor FCA foi observado
no tratamento com 5% de inclusdo. As concentragdes testadas nédo interferiram nos parametros
hematoldgicos dos peixes, mas o maior valor médio da altura das vilosidades intestinais foi
observado no tratamento com 4%, o que indica a interferéncia das concentragdes 3% e 5% na
mucosa intestinal de alevinos de O. niloticus. Logo, o consumo do extrato etanélico a partir da
racdo ndo afetou de forma significativa os parametros zootécnicos nem hematolégico dos
peixes, no entanto, seu consumo oral, dependendo da dose, pode alterar a mucosa dos peixes.

Palavras-chave: Fitoterapico, Tilapia, Piscicultura, Hematologia, Desempenho zootécnico,
Histologia.
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1 - Introducéo

Ocupando o 3° lugar no ranking das espécies aquicolas mais cultivadas mundialmente, a
Oreochromis niloticus representa 9% de todo o volume de pescado produzido na piscicultura
mundial (FAO, 2022). No Brasil, essa espécie se mantém no 1° lugar do ranking das espécies
mais cultivas nacionalmente, com 361,2 mil toneladas produzidas em 2021, representando
64,6% de toda producdo de peixes cultivados (IBGE, 2022). Este fato se da devido as
caracteristicas de rusticidade, bom desempenho produtivo e aceitacdo de mercado dessa espécie
(Peixe BR, 2021). Entretanto, apesar da tilapia se desenvolver bem em diferentes ambientes de
cultivo e ser produzida em praticamente todo territdrio nacional, a intensificacdo dos sistemas
de cultivo, juntamente com seu manejo incorreto, tem possibilitado grandes perdas econémicas
para o setor devido a instalacdo e a disseminagdo de doengas que comprometem a salde desses
animais (EI-SAYED, 2019).

Na piscicultura nacional e internacional tem sido descrito inumeros surtos de doencas,
bacteriana, principalmente as causadas pelas bactérias Francisella noatunensis subsp.
orientalis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae, Aeromonas hydrophila,
Pleisiomonas shigelloides e Edwardsiella tarda, bactérias que podem causar infec¢es em
tilapias (DELPHINO et al., 2019). Essas bactérias podem provocar altas taxas de mortalidade
nos organismos cultivados, uma vez que podem causar anorexia, letargia, natacdo errética,

palidez dos érgdos, entre outros sinais clinicos.

Para conter 0s danos causados e controlar os microrganismos patogénicos nos peixes, é
comum o uso de antibidticos na aquicultura, no entanto, devido ao uso indiscriminado destes
farmacos ao longo dos anos, as bactérias tem adquirido resisténcia a estes, tem gerando
problemas ambientais e de satde publica (MONIR et al. 2020; RICO e VAN DEN BRINK,
2014; CHONG et al., 2020). Contudo, o uso de fitoterapicos tem se mostrado eficiente no
controle de bacterioses na piscicultura (KUEBUTORNYE e ABARIKE, 2020).

Na atualidade o uso de fitoterapicos tem ganhado destaque, pois, além servirem como
agente antimicrobiano, eles séo utilizados como aditivos alimentares e imunoestimulantes, uma
Vez que, em sua maioria, eles possuem compostos quimicos que potencializam a imunidade dos
animais, tornando o animal mais resistente as doencas e externalidades, promovem maior
crescimento e sobrevivéncia (VALLEJOS-VIDAL et al.,, 2016; YOUSEFI et al., 2019;
VALLADAO et al., 2017; MONIR et al., 2020).
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Em meio as plantas medicinais utilizadas na medicina tradicional, destaca-se a
Anacardium occidentale, uma planta conhecida popularmente como cajueiro vermelho, nativa
do Nordeste brasileiro, com propriedades terapéuticas como: acao antimicrobiana, cicatrizante,
analgesica (PADILHA et al., 2020) devido a sua composicdo quimica, uma vez que ela € rica
em taninos, fenois, catequinas, alcaldides, &cidos anacardicos, esteroides, entre outros
(SANTOS, 2011; CHAVES et al., 2010),

Os fitoterapicos sdo considerados produtos economicamente baratos e eficazes, com
menos efeitos colaterais (CITARASU, 2010), porém, além de analisar o efeito antibactericida
destes produtos alternativos na piscicultura e de levar em consideracéo o fator econdmico, é
necessario investigar a influéncia destes produtos alternativos sobre os animais cultivados.
Logo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do extrato sobre o desempenho
zootécnico de alevinos de O. niloticus, bem como seu efeito sobre o desenvolvimento das

vilosidades intestinais e parametros hematol6gicos destes animais.

2. Material e métodos

2.1 Obtencdo e composicao do extrato de Anacardium occidentale

A obtencdo do extrato foi feita a partir das cascas do caule do cajueiro vermelho
(Anacardium occidentale). As cascas foram coletadas em marco de 2022, no povoado Salde,
municipio de Santana do S&o Francisco — SE, (10°15'29.5"S 36°37'45.0"W). Para confirmacéo
da referida espécie, uma exsicata da planta foi enviada e depositada no Herbario Professor
Vasconcelos Sobrinho do Departamento de Botanica da UFRPE, onde foi confirmada sua

identificacdo e registrada seu nimero de tombamento (55.928 PEUFR).

As cascas do caule foram secas em estufa a 33°C por uma semana, triturada a p6 com o
auxilio de moinho de facas e entdo submetida ao processo de extracdo. Para a producdo do
extrato, foi colocado 25g do pd das cascas e, diariamente, foi adicionado 100ml do etanol a
70%. Durante sete dias, foi adicionada uma aliquota do etanol a mistura, sendo esta solucéo
agitada mecanicamente durante um minuto para homogeneizagéo, atingindo-se ao final uma
relagdo de 25g do pd para um total de 700ml de volume. Ap0s este processo o extrato foi filtrado
em filtro Whatman n°l, esterilizado em membrana filtrante de 0,22 um e aliquotado em duas
amostras, uma para determina¢do da composi¢do quimica e, outra, para uso experimental
(adicdo na ragdo). A aliquota para analise quimica foi rotaevaporada a 45°C, armazenada a -
80°C e liofilizada. Para o uso na ragéo, o extrato foi armazenado em embalagem estéril &mbar

a ambiente.
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2.2. Analise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massa

Para confirmacao do perfil quimico da referida amostra vegetal, a aliquota liofilizada foi
ressuspendida em metanol e entdo analisada em Cromatografo Gasoso acoplado a
Espectrometro de Massa - CG/MS (Varian 220-MS) com uma coluna capilar direta TG-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um), conforme Monir et al. (2020). Os espectros de massa foram
coletados em voltagens de ionizacdo de 70 e na faixa de m/z 40-1000 no modo de varredura
completa. A temperatura da fonte de ions foi fixada em 200°C e os componentes identificados
por comparacao de seus tempos de retencdo e espectros de massa com os dados da biblioteca
espectral (MCLAFFERTY e STAUFFER, 1994) e por meio de indices de retencdo calculados
ja publicados (ADAMS, 2007).

2.3 Cultura de Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila

As cepas liofilizadas da bactéria Gram-positiva Streptococcus agalactiae (ATCC 13813)
e da Gram-negativa Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) foram obtidas da Fundagédo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), ativadas e cultivadas em caldo infuséo cérebro coracdo (BHI) a 37°C e em
caldo nutriente a 30°C, respectivamente, por 24 horas a 175 rpm, conforme protocolo
FIOCRUZ (2016). Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 4000 g durante 10 minutos,
0 sobrenadante descartado e as céelulas sedimentadas lavadas duas vezes e ressuspendidas em
tampdo fosfato salino (PBS 1X, pH 7,4) para padronizacdo do indculo, cuja turvacdo fosso
similar ao tubo 0,5 da escala de McFarland (1 x 108 UFC/mL). Posteriormente, a suspensio foi
diluida a 103, 10° e 10’ UFC/mI para uso nos ensaios de Concentracdo Inibitoria Minima do

extrato de A. occidentale.

2.4 Concentracdo inibitéria minima do extrato de Anacardium occidentale

Para identificar o potencial antibacteriano do extrato sobre Streptococcus agalactiae e A.
hydrophila, foram realizados testes in vitro de concentracdo inibitéria minima (MIC) para
concentragdes bacterianas de 10, 10°e 10’ UFC/mI usando o método de microdiluigdo em série
em um volume final de 100ul, seguindo metodologia de Hancock (1999). Os tratamentos em
triplicata cada foram: controle negativo (meio de cultura ndo inoculado); controle positivo
(meio de cultura inoculado somente com bactérias); cinco concentracfes crescentes do extrato
de Anacardium occidentale (1%, 2%, 3%, 4% e 5%) adicionadas em pogos contendo 103, 10°
e 10" UFC/ml de S. agalactiae e A. hydrophila e; alcool de cereais (meio de cultura inoculado
com bactérias na presenca de etanol). Em seguida, as placas contendo S. agalactiae foram
incubadas a 37°C, enquanto as com A. hydrophila, foram mantidas a 30°C, ambas por 24 horas.

O teste MIC foi definido como a concentracdo mais baixa do extrato capaz de inibir o
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crescimento bacteriano para as concentragdes avaliadas. Estes valores foram usados para o

preparo da racdo a ser ofertada no experimento.

2.5 Preparo da racao comercial com o extrato de Anacardium occidentale

Apo6s a determinagdo do MIC de A. occidentale para as concentracfes bacterianas
avaliadas, o extrato foi acrescido a racdo comercial para peixes onivoros (35% proteina bruta,
8% extrato etéreo, 13% umidade, 4% fibra bruta, 12% material mineral, 3% calcio, e 1,3% de
fosforo). O procedimento de inclusdo na racdo foi feito conforme Dairiki et al. (2013),
utilizando alcool de cereal como veiculo. Semanalmente, para cada quilograma de racdo, foram
borrifados 100 ml etanol contendo o extrato nas concentragdes determinadas no ensaio de MIC.
Em seguida, para manter o extrato incorporado, a ragdo recebeu uma camada de alginato de
sodio a 10% por 10 minutos, e seca por 24 horas a 25°C em estufa, sendo posteriormente
armazenada a - 20°C até o momento da alimentacéo. A racdo do grupo controle recebeu apenas

o0 alcool de cereal e foi preparada da mesma forma descrita anteriormente.

2.6 CondicOes experimentais

Foram utilizados 180 alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) aparentemente
saudaveis, com peso médio inicial de 3,75g, adquiridos de produtor comercial. Os peixes recém
chegados foram examinados para verificacdo do estado de saude através de exame a fresco de
30 individuos (prevaléncia esperada de 10%), e entdo transferidos para as unidades
experimentais de 50L (densidade de 300 peixes/m?) nas quais foi conduzida a oferta da racédo
comercial com os extratos de Anacardium occidentale. As unidades experimentais foram caixas
retangulares de polietileno com aeracdo constante e filtros bioldgicos, constituindo um

delineamento experimental inteiramente casualizado e com sistema de recirculacdo de agua.

Os tratamentos foram: (i) oferta de racdo comercial com MIC para a concentragdo
bacteriana de 10° UFC/mI de Streptococcus agalactiae; (ii) oferta de ragdo comercial com MIC
para a concentracdo bacteriana de 10° UFC/ml de Streptococcus agalactiae; (iii) oferta de ragdo
comercial com CIM para a concentragio bacteriana de 10 UFC/ml de Streptococcus agalactiae

e (iv) grupo controle (racdo comercial sem adicao de extrato), todos com trés repeticdes cada.

Durante 30 dias, a racdo foi preparada, pesada e ofertada aos animais em trés refei¢cdes
diarias (8, 12 e 16 horas), até aparente saciedade. O oxigénio dissolvido, a temperatura e o pH
(7,5 = 0,2) da agua foram monitorados diariamente com sonda multiparametro (HANNA HI
9828), enquanto a amonia e nitrito foram verificados a cada sete dias com espectrofotdmetro

(HANNA, EUA) A cada 10 dias, foram feitas biometrias para avaliacdo das variaveis de
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desempenho zootécnico. O experimento foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural de Pernambuco/ Brasil (n° 6647140921).

2.7 Variaveis hematoldgicas

Para avaliacdo dos parametros hematoldgicos, no inicio, meio e fim do experimento, foi
coletado um peixe de cada unidade experimental. Estes foram anestesiados com benzocaina
100mg/l e, apos anestesia completa, amostras de sangue de cada peixe foram coletadas através
de puncéo em veia caudal com seringa tratada com EDTA a 10%. As varidveis hematologicas
do presente estudo foram analisadas segundo Ranzani-Paiva et. al. (2013), sendo: (%)
Mondcito, (%) Linfdcito, (%)Neutrofilo, (%) Eosinofilo, (%) Trombdcito e contagem de

eritrocitos.
2.8 Andlise histoldgica

Para avaliacdo do efeito do extrato sobre o intestino dos peixes, amostras deste érgdo
foram coletadas assepticamente e fixadas por imersdo em solucdo de Davidson AFA por 24
horas, seguida de transferéncia das amostras para etanol a 70%. Em seguida, as amostras foram
desidratadas em concentra¢fes graduadas de etanol, imersas em xilol e incluidas em cera de
parafina. ApG6s o processamento, os tecidos foram seccionados (3 um) e corados com
hematoxilina e eosina para posterior visualizacdo e determinacdo dos tamanhos das vilosidades
por meio de microscépio. A altura das vilosidades correspondeu a distancia do apice das
vilosidades até o inicio da camada muscular, e a largura de uma margem da vilosidade a outra.
Para tanto, foi utilizada microscopia de luz com o auxilio do software ImageJ.

2.9 Desempenho zootécnico

Para determinacéo do efeito do extrato sobre o desempenho zootécnico dos peixes, foram
calculadas as seguintes varidveis a partir de cada biometria realizada: ganho de biomassa
(biomassa final (g) - biomassa inicial (g)); taxa de crescimento especifico (TCE) (%/dia = 100
X (In peso final (g) - In peso inicial (g) / tempo de cultivo); peso médio final (biomassa final (g)
/ n° de individuos ao final do cultivo); Crescimento semanal (ganho de biomassa (g) / semanas
de cultivo); fator de conversdo alimentar (FCA) (quantidade de racdo ofertada / ganho de
biomassa); sobrevivéncia (n° de individuos ao final do cultivo / n° inicial de individuos

estocados x 100).

2.10 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos aos testes de homogeneidade (teste de Levene),

normalidade (teste de Shapiro—Wilk) e, para identificar diferencas entre tratamentos, foram
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submetidos @ ANOVA unidirecional seguido do teste de Tukey (HSD - Honest Significant
Difference), quando atendido os preceitos. Para dados ndo paramétricos, foi usado o teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste Mann-Whitney (Comparagdo Pairwise) com a correcdo de
Bonferroni (ZAR, 2013), utilizando o software R.

3. Teoria
Atualmente, muitos fitoterdpicos tém sido utilizados para combater infecgdes

microbianas na aquicultura, pois possuem compostos quimicos que potencializam a imunidade
dos animais (VALLEJOS-VIDAL et al., 2016). Yousefi et al (2019), relatam que o uso do pd
da folha de alecrim na dieta de Cyprinus carpio cultivados sob estresse e em alta densidade de
estocagem promove um maior crescimento dos animais, melhora os pardmetros antioxidantes
e imunoldgicos e mitiga os efeitos negativos do estresse causado pela alta densidade. Segundo
Valladdo et al. (2017), os 6leos essenciais de Mentha piperita, de Melaleuca alternifolia e de
T. vulgaris quando ofertadas nas dietas de tilapia do Nilo, contribuem significativamente para
a resposta imunoldgica dos peixes. Ja o extrato da planta Azadirachta indica, resultou em
atividade antimicrobiana contra bactérias isoladas de O. Mossambicus (THANIGAIVEL et al.
2015). Estes estudos indicam o efeito benéfico do uso de fitoterapicos na piscicultura, embora
ainda ndo estejam descritas a aplicacdo de plantas nativas do nordeste brasileiro para este fim.
Neste sentido, estudos com a casca do caule da planta Anacardium occidentale aplicados a
tilapicultura, constituem uma linha a ser avaliada. A. occidentale possui acao inespecifica sobre
microrganismos, rompendo a parede celular bacteriana e inibindo os sistemas enzimaticos para
a formacdo de bactérias, por conter taninos flobabénicos, fendis, catequinas, alcaldides, acidos
anacardicos com cadeia lateral insaturada entre outros compostos em sua COMpOSicao
(CHAVES et al., 2010; SANTOS, 2011).

4. Resultados
De acordo com as analises realizadas em cromatografia gasosa, foram identificados os
compostos fendlicos, taninos, catequinas e alcaldides no extrato hidroalcoolico de A.

occidentale.

Em relacdo aos testes in vitro para as concentracdes bacterianas analisadas, todas as
amostras foram sensiveis ao extrato, no entanto, em termos da MIC, as concentracfes do extrato
capazes de produzir acéo inibitoria total contra as concentragdes de 103, 10°e 10’ UFC/ml das
bactérias S. agalactiae foram 3%, 4% e 5%, respectivamente. Ja para as concentragdes de 102,
10° e 10" UFC/ml das bactérias A. hydrophila, os valores da MIC do extrato foram,

respectivamente, 4%, 4% e 5%, ndo sendo registrado desenvolvimento de bactérias no controle
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negativo. Em virtude dos resultados do MIC, o percentual do extrato utilizado na ragéo foi de
3,4 e 5%.

Para as variaveis de qualidade de 4gua, ndo foram determinadas diferencas significativas
entre os tratamentos, que apresentaram valores médios de temperatura de 28,6+0,47°C, de O.D.
(mg/l) de 76,41+5,37, de pH 7,27 + 0,35, de amonia 0,38 + 0,20 mg/L e de nitrito de 1,40 +
2,35 mg/L.

Os valores médios de ganho de biomassa (GB), taxa de crescimento especifico (TCE),
ganho de peso semanal (GPS), peso médio final (PMF), fator de conversédo alimentar (FCA) e
sobrevivéncia (S) dos animais ao longo do periodo experimental estdo apresentados na tabela
1.

N&o houve diferenca significativa no ganho de biomassa entre os tratamentos 4%, 5% e
Controle, no entanto, houve diferenca entre estes e o tratamento 3%, que foi semelhante
somente com o tratamento 4%. Ainda de acordo com os dados apresentados, ndo houve
diferenca significativa na TCE (g), no GPS (g) e no PMF (g) entre os tratamentos.

De acordo com os valores do FCA encontrados, pode-se perceber que o tratamento 3%
é considerado estatisticamente diferente do tratamento 5%, mas é semelhante aos tratamentos
4% e Controle, ndo apresentando assim diferenca significativa entre os valores, entretanto, estes
foram estatisticamente iguais ao tratamento 5%, ou seja, somente ocorreu diferencga

significativa entre os tratamentos 3% e 5%.

Ainda analisando os dados adquiridos no presente estudo, verifica-se uma taxa de
sobrevivéncia média de 60% para o tratamento 3%, sendo este significativamente distinto dos
tratamentos 4%, 5% e Controle, que apresentaram, respectivamente, 73%, 78% e 76% de

sobrevivéncia, sendo estes estatisticamente iguais (p>0,05).

Tabela 1: Desempenho zootécnico (média + desvio padrdo) de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados com
dietas suplementada com extrato.

Tratamento GB (9) TCE (9) GPS (g9) PMF (g) FCA S (%)
3% 75,30+£9,25  4,50+0,55*  2,78+0,65% 14,95+2 642 2,03+0,17¢  60+7°
4% 93,79+8,76%  4,32+0,22%  2,48+0,232 13,650,932 1,57+0,090%  73+7°
5% 117,5749,91°  4,62+0,17°  2,80+0,22? 14,92+0,982 1,33+0,07°  78+8°

Controle  111,03+22,57° 4,60+0,33*  2,76+0,38? 14,71+1,50° 1,49+0,31%  76+10°

Valores médios + desvio padrdo. GB - Ganho de Biomassa, TCE - Taxa de Crescimento Especifico, GPS - Ganho
de Peso Semanal, PMF - Peso Médio Final, FCA - Fator de Conversdo Alimentar e S - Sobrevivéncia. Letras
diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa (p<0,05).
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A inclusdo do extrato nas concentracdes de 3, 4 e 5% né&o alterou os parametros
hematologicos da tilapia do Nilo, sendo estes estatisticamente semelhantes (p>0,05) ao

Controle ao final dos 30 dias experimentais (Tabelas 2 e 3)

Tabela 2: Contagem diferencial dos leucocitos dos juvenis de Oreochromis niloticus no inicio,
meio e fim do experimento.

Leucograma Inicial

Tratamento Mondcito (%) Linfécito (%) Neutrdfilo (%) Trombdcito (%)
Amostras 0,8+1,74 66,05+15,41 24,4+12,91 3,95+3,96
iniciais

Leucograma Meio

Tratamento Mondcito (%) Linfocito (%) Neutréfilo (%) Trombacito (%)
3% 0+002 53,50+20,592 45,00+20,442 0,5+00?
4% 0+00? 83,90+10,452 11,209,572 0,8+0,572
5% 0+002 43,83+7,65? 23,83+8,432 1,67+1,532
Controle 0+00° 63,50+29,192 35,10+30,58° 0,6+0,65?
Leucograma Final
Tratamento Mondcito (%) Linfécito (%) Neutréfilo (%) Trombacito (%)
3% 1,79+1,522 77,71+12,782 18,30+£12,43¢2 2,19+1,60?
4% 1,19+1,08? 81,43+6,502 16,38+5,152 0,891,072
5% 5,96+4,282 77,00+8,812 13,931,672 1+1,412
Controle 3,15+2,85? 84,59+9,832 11,60+6,792 0,66+0,572

Valores médios + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa entre

tratamentos.

Tabela 3: Eritrograma, no inicio, meio e fim do experimento, de tilapia do Nilo alimentadas durante 30 dias com
dieta a base de extrato da casca do caule de Anacardium occidentale.

Eritrograma

Tratamento Hematocrito (%) Eritrdcito (10°) VCM (fL)
Amostras iniciais 10,243,49 0,93+0,37 116,77+51
Meio Fim Meio Fim Meio Fim
3% 12,67+0,58? 9+1,73? 1,86+1,08% 1,25+0,312 81,66+35,042 78+37,852
4% 11+3,462 14,67+3,212 1,560,402 1,77%0,222 73,31+30,44*  84,69+25,822
5% 11+12 16,33+3,05% 1,55+0,09° 2,86+0,822 71,1142 352 58,87+11,15?
Controle 12,33+4,622 10+3,612 1,01+0,15* 1,02+0,30? 119,30+30,82% 97,04+11,482

Valores médios * desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa entre tratamentos. VCM
(fL) = volume corpuscular médio.

Para a altura das vilosidades, os tratamentos 3%, 4% e 5% nao diferiram estatisticamente

entre si, ja o tratamento Controle somente foi igual estatisticamente ao tratamento 4%. No
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entanto, de acordo com os valores médios das larguras das vilosidades intestinais dos individuos
estudados, ndo houve diferenca significativa entre ambos os tratamentos, como mostra a tabela
4,

Tabela 4: Dados de altura e largura das vilosidades intestinais de juvenis de Oreochromis niloticus alimentados
com dieta a base de extrato hidroalcéolico.

Tratamentos Altura Largura
3% 207,24+65,95% 80,79+13,03?
4% 235,19+64,76% 77,26+11,86°
5% 208,27+42,60% 86,24+18,822
Controle 289,95+69,52° 84,27+14,67°

Valores médios + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa entre tratamentos.

5. Discusséo

Os resultados de composicéo quimica encontrados no presente trabalho estdo de acordo
com o0s ja descritos na literatura, Segundo Santos (2011) e Chaves et al. (2010), ao avaliar a
composicdo quimica do extrato da casca do caule foram identificadas a presenca de taninos
flobabénicos (taninos condensados e hidrolisaveis), fendis, catequinas, alcalbides, acidos
anacardicos com cadeia lateral insaturada (monoeno e dieno), esteroides livres, glicosilados e
esterificados com acidos graxos, sitosterol e stigmasterol, que conferem a casca funcédo

antimicrobiana.

Os parametros de qualidade de agua apresentados se mantiveram dentro do considerado
adequado para manutencdo da condicao de salde dos peixes tropicais segundo Kubitza (2003)
e Duarte et al. (2014).

Levando em consideracdo os resultados da MIC, é possivel afirmar que o extrato
hidroalcoolico da casca do caule apresenta acdo antibactericida em todos os tratamentos
testados, no entanto, sua ac¢do antimicrobiana é mais efetiva em bactérias Gram-positivas. A
maior suscetibilidade das bactérias Gram-positivas aos farmacos pode ser explicada devido a
estrutura celular desses organismos, que, apesar de ter uma parede celular mais espessa que as
bactérias Gram-negativas, o0 elemento estrutural mais importante é a macromolécula
peptidoglicano (SEIBERT et al. 2019).

Ja a estrutura apresentada pelas Gram-negativas confere a elas uma maior resisténcia a
penetracdo dos farmacos devido a presenca de lipopolissacarideos na camada externa, que

impedem a permeabilidade e a susceptibilidade a agentes antibacterianos (SILVA et al. 2019);
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SANTOS et al. (2011)), o que confirma que os compostos fendlicos presentes na referida planta
possuem uma acgdo inespecifica sobre microrganismos, rompendo a parede celular bacteriana e
inibindo os sistemas enzimaticos para a sua formacdo (HASLAM, 1995; JORGE et al., 1996;
AKINPELU, 2001), a acdo antibacteriana do extrato pode estar associada a presenca dos acidos
anacardicos presentes na casca do caule, pois eles, segundo Gellerman et al. (1968), Himejima
e Kubo (1991) e Parasa et al. (2011) s&o considerados letais para as bactérias gram-positivas.

Os presentes resultados também corroboram com os encontrados por Silva et al (2007) e
Laurens et al. (1992), que detectaram o efeito antibacteriano do extrato do cajueiro vermelho
sobre as bactérias S. aureus multirresistente, Proteus morgani, Psudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Salmonela typhi quando utilizaram altas concentracdes do fitoterapico em
questdo. A maior atividade bactericida encontrada no presente experimento para A. hydrophila
diz respeito as concentragfes mais altas do extrato, 4% e 5%, 0 que demonstra que o extrato
hidroalcdolico é eficiente tanto para bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas, a

diferenca estd somente na concentracdo do produto, uma vez que seu efeito é dose-dependente.

A taxa de crescimento especifico, 0 ganho de peso semanal e o peso médio final ndo
mostraram diferenca significativa entre os tratamentos, isto pode ser considerado corriqueiro
para o uso de fitoterapico como aditivo alimentar, como mostra Silva et al. (2019), em estudo
sobre influéncia da suplementacdo dietética com Gleo essencial de Mentha piperita sobre
parametros hematoldgicos e zootécnicos de tilapia do Nilo, e Pereira et al. (2020) com avaliagdo
dos efeitos da suplementacao dietética de hidrolato de Curcuma sobre parametros zootécnicos
de tilapia do Nilo cultivada em sistema de recirculacdo, ambos relatam que o uso de fitoterapico
ndo afeta o desenvolvimento dos peixes alimentados com racdo a base dos produtos alternativos
em seus estudos que o peso final, comprimento total, sobrevivéncia, ganho em peso, conversao
alimentar aparente e taxa de crescimento especifico dos peixes alimentados com dietas
suplementadas com e sem 0leos essenciais e extratos ndo apresentam diferenca significativa

entre tratamentos.

A falta da melhora do desempenho zootécnico dos animais alimentados com racdo a base
deste produto pode estar associada as baixas dosagens utilizadas, uma vez que seu efeito é dose-
dependente (HARIKRISHNAN et al. 2011), isso pode ser visto na comparagdo dos valores
apresentados na tabela 1 que, apesar de ndo demonstrar diferenca significativa entre os
tratamentos, € possivel visualizar em nimeros reais um aumento do GB, da TCE, do GPS e da
Sobrevivéncia dos peixes alimentados com a dieta de maior concentragao do extrato, bem como

um FCA menor em comparagdo aos demais tratamentos.
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As dietas com diferentes niveis de adigdo do extrato hidroalcdolico ndo causaram efeito
nos parametros hematoldgicos dos peixes, uma vez que nao houve diferenca significativa entre
os tratamentos analisados, demonstrando que a salde dos animais alimentados com racdo a
base de extrato ndo foi afetada e se manteve durante todo o experimento, pois, segundo
Vosyliené (1999), quando h& redugdo na contagem de hemacias e de hematdcrito € um indicio
de anemia e de agravamento do estado de sade do peixe, dado ndo visto no presente trabalho,
que, de acordo com a tabela 3, mostrou que o percentual de hematocrito continuou 0 mesmo ou
teve um leve aumento em numeros totais em todos os tratamentos, sendo que o valor percentual
do hematdcrito inicial passou de 10,2+3,49 para 9+1,73, 14,67+3,21, 16,33+3,05, 10+3,61 nos
tratamentos 3%, 4%, 5% e Controle, respectivamente, 0 que demonstra mais uma vez que o

extrato ndo afeta os parametros hematologicos dos peixes.

Assim como este trabalho, outros relatos na literatura demonstram que, apesar dos
fitoterapicos serem comprovadamente eficazes contra microrganismos patogénicos, eles ndo
interferem nos parametros hematolégicos dos peixes, como mostra Araujo et al. (2011) em seu
estudo com dieta de tilapia a base de 6leo de milho, de girassol e de linhaga, cuja diferenca
significativa entre os parametros hematoldgicos dos peixes que foram alimentados com essas
dietas ndo foi observada, Yildirim-Aksoy et al. (2007), que encontram resultados semelhantes
ao deste trabalho ao estudar os efeitos do consumo de ragcdes com 7% de dleos de milho, de
peixe, de linhaca e sebo bovino nos parametros hematol6gicos e na resposta imune de tilapias
do Nilo, e Valladao et al. (2017), que ndo encontraram diferenca estatistica nos parametros
hematoldgicos dos peixes alimentados com ragdo a base de horteld-pimenta e tea tree nas
concentragdes de 100 e 250 mg/kg em relagdo ao controle.

Em contrapartida, embora o extrato ndo afete os parametros supracitados, é possivel ver que
nas concentracfes de 3% e 5% ha uma interferéncia mais acentuada na altura das vilosidades
intestinais, enquanto o tratamento a 4% de extrato mostrou resultados similares ao Controle,
diferentemente de Valladdo et al. (2017), que demonstraram que o uso do Oleo essencial de
Melaleuca alternifélia na concentracao de 250mg/kg aumenta a altura das vilosidades de tilapia

do Nilo. As concentraces utilizadas do extrato ndo afetaram as larguras das vilosidades.

6. Concluséo

Com base nos resultados obtidos e discutidos, pode-se concluir que o extrato
hidroalcoolico é eficiente contra bactérias S. agalactiae e A. hydrophila, seu uso oral ndo causa
nenhum efeito adverso no desempenho zootécnico nem nos parametros hematoldgicos dos

peixes alimentados com ragdo com concentracdes de 3%, 4% e 5% deste produto, mas seu uso
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nas concentracOes de 3% e 5% pode afetar a altura das vilosidades intestinais dos animais,
enquanto a concentracdo 4% nédo afeta o crescimento destas, uma vez que se mostraram

estatisticamente iguais aos dos peixes do tratamento controle.
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4. Consideracdes finais
Tendo em vista o exposto, conclui-se que o extrato hidroalcéolico possui agdo
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Seu uso oral ndo afeta
negativamente os parametros zootécnico nem hematoldgicos dos peixes alimentados com
racao a base deste produto, no entanto, dependendo da dose utilizada, ele pode comprometer
a altura das vilosidades intestinais de alevinos de O. niloticus alimentados com racéo a base
deste, por isto, é de suma importancia avaliar se a longo prazo o fitoterapico apresentado

causar danos mais severos aos peixes.
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