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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 25 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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CAPITULO 18

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO PROFILATICA COM
AGARICUS BRASILIENSIS EM DE TILAPIAS DO NILO
(OREOCHROMIS NILOTICUS) DESAFIADAS POR

Flavio Ferreira Silva

Programa de P6s-Graduacao em Biologia de
Vertebrados, Instituto de Biologia e Saude,
Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil.

Wiliam César Bento Regis

Programa de P6s-Graduacéao em Biologia de
Vertebrados, Instituto de Biologia e Saude,
Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil.

Programa de P6s-Graduacédo em Nutricao e
Saude, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil.

Programa de P6s-Graduacéo em Infectologia e
Medicina Tropical, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, Brasil

RESUMO: A aquicultura diz respeito a criacoes
de peixes, e um problema frequente em
populacdes de animais aquaticos € a ocorréncia
de doencas. Perdas anuais associadas as
bactérias somam mais de meio bilhdo de reais
atualmente. Entre as bactérias encontras em
peixes, a Aeromonas hydrophila é uma das mais
importantes causadora de enfermidades. O
uso de antibiéticos contribui para a geracéo de
bactérias resistentes, além de deixar residuos
em alimentos destinados a consumo humano
e o tratamento profilatico realizado por meio
de vacina, tem baixa resposta. O cogumelo
Agaricus blazei € amplamente estudado devido

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2

AEROMONAS HYDROPHILA

as suas propriedades imunomoduladoras e
antioxidantes e pode ser utilizado na piscicultura
€ aquicultura para evitar problemas sanitarios
€ uso excessivo de antibidticos. Dessa forma,
0 objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos
protetores da suplementacdo do cogumelo
Agaricus brasiliensis em Tilapias do Nilo
(Oreochomis niloticus) submetidas a infec¢ao
por Aeromonas hydrophila apds desafio
de estresse através de um ensaio clinico.
Conclui-se que embora o cogumelo Agaricus
brasiliensis nao cause prejuizo fisiologico em
condicdes normais de tratamento, entretanto,
mais estudos s&o necessarios para avaliar os
possiveis efeitos na biossegurancga no uso para
piscicultura.

PALAVRAS-CHAVE:
piscicultura; infeccdo; Aeromonas hydrophila.

Agaricus brasiliensis;

EFFECTS OF PROPHYLACTIC
SUPPLEMENTATION WITH AGARICUS
BRASILIENSIS IN NILE TILAPIA
(OREOCHROMIS NILOTICUS) CHALLENGED
BY AEROMONAS HYDROPHILA

ABSTRACT: Aquaculture relates to fish
breeding, and a frequent problem in aquatic
animal populationsisthe occurrence of diseases.

Annual losses associated with bacteria add up
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to more than half a billion reais currently. Among the bacteria you find in fish, Aeromonas
hydrophila is one of the most important causes of disease. The use of antibiotics
contributes to the generation of resistant bacteria, besides leaving residues in food
intended for human consumption and the prophylactic treatment performed by means
of a vaccine, has low response. The mushroom Agaricus brasiliensis is widely studied
due to its immunomodulatory and antioxidant properties and can be used in fish farming
and aquaculture to avoid sanitary problems and excessive use of antibiotics. Thus, the
objective of this study was to evaluate the protective effects of the supplementation
of the mushroom Agaricus brasiliensis in Nile tilapia (Oreochomis niloticus) submitted
to infection by Aeromonas Hydrophila after stress challenge through a clinical trial. It
is concluded that the mushroom Agaricus brasiliensis does not cause physiological
impairment in normal treatment conditions, however, more studies are needed to
evaluate the possible effects on biosafety in the use of fish farming.

KEYWORDS: Agaricus brasiliensis; fish farming; infection; Aeromonas hydrophila.

11 INTRODUCAO

A aquicultura diz respeito a criacbes de peixes, camardes, ras, moluscos e
algas e vem sendo o principal meio regulador da oferta de pescado no mercado
mundial (CAVALLI et al., 2011). Um problema frequente em popula¢des de animais
aquaticos € a ocorréncia de doencgas, uma vez que a agua funciona como um
facilitador de transmissao de patdbgenos em uma populacdo da mesma espécie
(MELO et al., 2016). Entre as doencas observadas em pescados, as causadas
por bactérias sdo a de maior potencial de risco, ja que, bactérias com importancia
econdmica para a piscicultura estdo normalmente presentes na agua e na microbiota
de peixes (LEIRA et al., 2016). Fagundes et al. (2016) relatam que em cativeiros,
perdas anuais associada a bactérias sejam de mais de meio bilhdo de reais s6 por
streptococoses. Os custos relacionados a mortalidade de peixes incluem custos com
medicamentos, vacinas e perdas de producdo (FAGUNDES et al., 2016). Entre as
bactérias encontras em peixes, a Aeromonas hydrophila é uma das mais importantes
causadora de enfermidades (SUN et al., 2016).

A capacidade da A. hydrophila causar doengas com manifestacdes clinicas
esta relacionada as condicdes de estresse do hospedeiro. Entre os fatores geradores
de estresse estdo a ma qualidade da agua e o manejo inadequado, que sao
frequentes empregados nas condi¢des de criacao intensiva, além, é claro, do alto
volume de peixes por mé. (TORT, 2011; MANUAL TECNICO 21, 2012; LEIRA et al.,
2016). Como resposta terciaria a esse estresse, 0s peixes apresentam supressao
imunoldgica, facilitando assim a contaminacéao por patégenos.

Nos casos de tratamento de infecgdes 0 uso de antibidticos contribui para a
geracao de bactérias resistentes, além de deixar residuos em alimentos destinados
a consumo humano (LEIRA et al., 2016; HOLMSTROM et al., 2003). Paralelamente,
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o tratamento profilatico tem sido realizado por meio de vacina, porém com baixa
resposta (LEIRA et al., 2016; LIM; WEBSTER, 2006).

O cogumelo Agaricus blazeireclassificado como Agaricus brasiliensis por Wasser
et al. (2002) é amplamente estudado devido as suas propriedades imunomoduladoras
e antioxidantes (HETLAND, 2011) e pode ser utilizado na piscicultura e aquicultura
para evitar problemas sanitarios e uso excessivo de antibiéticos (BERNARDSHAW;
JOHNSON; HETLAND, 2005).

A atividade antimicrobiana exibida por este cogumelo ndo esta relacionada
somente a imunomodulacéo, a suplementacéo oral reduziu o numero de col6nias de
bactérias no intestino de cobaias e foi capaz de criar halo de inibicdo em 12 linhagens
diferentes de bactérias (JESUS PEREIRA; DE ASSIS ROSA; REGIS, 2012). Além
disso, este cogumelo se mostra muito eficaz como tratamento profilatico contra
infeccbes dado que a suplementagdo cinco dias antes de um desafio de infecg¢ao
por leishmaniose foi capaz de reduzir a carga parasitaria mesmo quando cessado o
tratamento (VALADARES et al., 2012). Ele também produziu protecéo em infeccoes
cerebrais em um experimento com malaria cerebral (VAL et al., 2015).

Embora este cogumelo seja bastante estudado em varias espécies, pesquisas
em peixes sao negligenciadas, ainda que as caracteristicas de criacao intensiva
sejam propicias para a atividade bioativas do cogumelo, principalmente relacionadas
aseus efeitos profilaticos, de respostaimunolégica e frente a estresse oxidativo. Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos protetores da suplementacéo do
cogumelo Agaricus brasiliensis em Tilapias do Nilo (Oreochomis niloticus) submetidas
a infeccao ap6s desafio de estresse.

2| METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado na Pontificia Universidade Catélica de Minas
Gerais (PUC-Minas), sob registro de protocolo no. 029/2017 da Comiss&o de Etica
no Uso de Animais - CEUA PUC Minas. Para este experimento, 100 alevinos Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) foram utilizadas e mantidas em quatro tanques
circulares de 150 L na densidade de 25 alevinos por tanque, consistindo num
tratamento em duplicata. A temperatura média foi de 27°+1.2 e o periodo de foto-
iluminacado de 12 h:12 h luz / escuro. Apds o periodo de aclimatacdo, os tratamentos
experimentais foram diferentes para cada tratamento, que consistiram em uma dieta
controle composta por racao comercial e uma dieta experimental composta por racao
comercial enriquecida com 1% com Agaricus brasiliensis durante 30 dias prévios ao
estresse induzido por inani¢do conforme EL-khaldi (2009). Foi utilizada uma racéo
comercial que apresentava 32,0% de proteina digestivel, tanto para enriquecimento
com o cogumelo como para dieta controle. Para realizar o enriquecimento, a racao
foi triturada e foi adicionado o cogumelo Agaricus brasiliensis no teor de 1% do
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peso seco, umidificada a 60%, extrusada e seca por exposi¢cao ao sol durante 24
horas. Logo apo6s o periodo de estresse os peixes foram desafiados por Aeromonas
hydrophila (ATCC7966) via injecao intraperitoneal em baixas doses (1 x 10-4 UFC)
ou solugao salina a 0,9%. O surgimento de sinais clinicos foram observado durante
10 dias. Apds este periodo, os peixes foram desafiados novamente com uma dose
de 7,1 x 10-2 UFC da mesma bactéria via injecao intraperitoneal e entdo foram
observados pelos préximos 10 dias ou até morrerem.

A analise biométrica ocorreu no dia 0 e no dia 30 do experimento, caracterizando
os efeitos da suplementacéo no peso e no tamanho dos peixes.

As analises estatisticas foram realizadas no programa Biostat 5.0, foram
utilizados os testes t de student.

31 RESULTADOS

Abaixo (tabelas 1 e 2), comparamos o peso dos peixes ao inicio e ao final
do experimento entre grupos e nao foi observada diferenca significativa (p>0,05)
mostrando que o cogumelo n&do apresentou efeito negativo quanto ao crescimento,
0 mesmo resultado pode ser observado com relacao ao peso (tabelas 3 e 4).

Peso inicial entre grupos (30 dias)

Grupo Média Desvio Padrao(x)
Controle 3 1.23
Experimento 3.14 1.21

Tabela 1: Comparacéo inicial do peso dos peixes (pré-tratamento)

Peso final entre grupos (30 dias)

Grupo Média Desvio Padréo (+)
Controle 15.6 5.9
Experimento 16.6 4.7

Tabela 2: Comparacéo final do peso dos peixes (pos-tratamento)

Tamanho Inicial entre grupos (30 dias)

Grupo Média Desvio Padrao (+)

Controle 5.5 0.75
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Experimento 5.64 0.58

Tabela 3: Comparagéo inicial do tamanho dos peixes (pré-tratamento)

Tamanho Final entre grupos (30 dias)

< Desvio
Grupo Média Padrio()
Controle 9.4 1.26
Experimento 9.3 1.21

Tabela 4: Comparacéo final do tamanho dos peixes (p6s-tratamento)

DIAS Mortalidade (%) SINAIS
Controle Experimento ~
Nao observados
1a10 0 0
Segundo desafio
DIAS .
Controle Experimento ~
Nao observados
1a10 0 100%

Tabela 5: Mortalidade observada no desafio de infeccéo

No desafio de sobrevivéncia frente a infeccao podemos observar uma maior
mortalidade relacionada a suplementacdo com o cogumelo Agaricus brasiliensis.

4 | DISCUSSAO

Este cogumelo apresenta em sua composicao entre 33,14 a 54,22% de
carboidratos (SHIBATA; DEMIATE. 2003) o que representa um acréscimo consideravel
(0,3g a 0,54g/kg) de carboidratos na suplementagcdo uma vez que a dieta controle é
isenta de carboidratos. A baixa capacidade dos peixes, em utilizar os carboidratos da
dieta é relatada por uma inadequada regulacao na utilizacdo (glicélise) e producéo
(gliconeogénese) de glicose hepatica (ENES et al., 2009), o que também pode levar
a uma maior mortalidade ou levar a prejuizos no crescimento e ganho de peso dos
peixes (FAVERO, 2010). Em peixes alimentados com uma dieta rica em carboidratos
comparada com uma dieta rica em proteinas pode-se observar menor taxa de
ganho de peso e taxa de crescimento especifico (ZHOU et al., 2017). Entretanto,
0 cogumelo nao apresentou efeitos negativos sobre os aspectos fisioldgicos de
crescimento e peso de tilapias. Todavia, os efeitos sobre o crescimento e peso
podem ser dependentes da quantidade de B-glucana incorporada na dieta, duragao
da alimentacéao, temperatura ambiente e das espécies em estudo (SKJERMO et al.
2006; CONCEICAO, et al. 2001).

Embora o conhecimento sobre a Aeromonas hydrophila seja limitado, sua
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viruléncia ja foi elucidada frente a populagdes aquaticas. Dos fatores de viruléncia ja
documentados para A. hydrophiladestacam-se as hemolisinas, aerolisinas, proteases,
adesinas, enterotoxinas, fosfolipase e lipase, enzimas que levam principalmente a
septicemia hemorragica em peixes estressados (PARKER; SHAW, 2010).

Observamos uma resposta sistémica ao segundo desafio de bactérias, onde
0s peixes suplementados morreram logo em seguida a aplicagdo. Uma de nossas
hipoteses € a hiperreacdo ocasionada pela suplementacéo, entretanto, sabe-se que
os glucanos isoladamente ou em combinagcdo com PAMPs (Padrbes moleculares
associados a patdgenos) ou injecdo bacteriana ndo causam apoptose em 6rgaos
relacionados ao sistema imune (MIEST, Et al. 2018), outro caminho bioquimico
plausivel é interacdo entre os mecanismos bioquimicos da via de atividade do
Agatricus brasiliensis com o eugenol.

Recentemente foi evidenciado que o eugenol pode atuar sinergicamente com a
cisplatina aumentando seu o potencial quimioterapico por principalmente inibir a via
do fator de transcricdo (NF-kB) (ISLAM, Et al. 2018). O cogumelo por sua vez, atua
na modulagéo da resposta imune de enteroécitos, reduzindo a transativacdo de NF-
kB em células Caco-2 (AYEKA, 2018). Além de atuar como mediador de estresse,
o NF-kB estd presente constitutivamente em neurénios participando de fungdes
fisiologicas do SNC, como sinapse, desenvolvimento e plasticidade neural, por isso,
uma resposta fisiolégica exacerbada, frente a um agente estressor, tendo como
resultado uma reducédo drastica do nivel deste neurotransmissor, poderia resultar
em morte.

51 CONCLUSAO

Embora o cogumelo Agaricus brasiliensis ndo cause prejuizo fisioldgico em
condicdes normais de tratamento mais estudos sdo necesséarios para avaliar os
possiveis efeitos dose-dependente para a biossegurang¢a no uso para piscicultura.
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