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RESUMO: A lincomicina é um antimicrobiano de amplo espectro atuando contra bactérias
gram-positivas, amplamente utilizada na medicina veterinaria. Em peixes existem apenas dados
limitados in-vitro, necessitando assim, de delineamento de protocolos terapéuticos eficazes para
seu uso em organismos aquéticos. Desse modo, objetivou-se avaliar a seguranca clinica do
tratamento com lincomicina, administrada por via oral em tilapias, por meio da avaliagédo
hematologica, bioquimica e indice somatico hepatico, renal e esplénico. Foram utilizadas 136

tilpias (£100g), distribuidas aleatoriamente em 17 tanques (100L de agua, n=8) para constituir
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as repeticdes dos diferentes tratamentos: TO (grupo controle, néo tratado com lincomicina); T1,
T2, T3 (tratados com 10, 20 e 40mg/kg™ de p.v. de lincomicina, respectivamente) e T4 padréo
fisiolégico (valores de referéncia). Oito animais foram amostrados por tratamento em 4
periodos: 2, 4 e 8 dias pds-tratamento (DPT) com lincomicina, e um grupo que foi tratado por
8 dias com o farmaco e apos isso tratado apenas com racdo comercial até o 12° dia (periodo de
recuperacdo). Tilapias tratadas com lincomicina ndo tiveram diferenca na avaliagdo
hematoldgica e leucocitaria, no indice somatico hepatico, renal e esplénico, entretanto,
apresentaram um aumento transitorio nos valores de ALT, AST, colesterol, triglicérides e
creatinina, que retornaram aos niveis normais ap6s o periodo de recuperacdo (12DPT).
Ademais, foram observados um incremento nos niveis de proteina total, albumina e globulina
nos animais tratados. Conclui-se que embora tenha ocorrido algumas alteracdes transitorias ao
decorrer do experimento, a lincomicina apresenta boa margem de seguranca clinica nas doses

de 10, 20 e 40mg/Kg™ p.v para tilapia do Nilo.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano, Aquicultura, Ciclideos, Inocuidade, Peixes

Tele6steos

SUMMARY
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INTRODUCAO

O setor de pesca e aquicultura € cada vez mais reconhecido por sua essencial contribuigdo
para a seguranca alimentar e nutricdo global no século XXI (FAO, 2022). A aquicultura
brasileira tem crescido nos Ultimos anos e se posiciona cada vez mais como um importante setor

do agronegdcio (OLIVEIRA et al., 2022). A producéo de Tilapia apresenta excelente potencial
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de producdo e expansdo, visando a geracdo de proteina animal de qualidade e rapido
desenvolvimento (CARNEIRO et al., 2022). Considerada a espécie de maior potencial para
aquicultura, a tilapia se destaca por diversas caracteristicas: o crescimento e desenvolvimento
rapido, resistente a baixas temperaturas, capacidade de se adaptar em diferentes sistemas de
producéo entre outros (VALERIO & DELEO RODRIGUES, 2021).

As infeccOes bacterianas sdo as causas mais significativas e uma das principais razoes
que contribuem para enormes perdas anuais, avaliadas em bilhdes de ddlares americanos na
indUstria de piscicultura. Particularmente, as bactérias oportunistas representam uma grave
ameaca para a aquicultura (REDA et al., 2022).

De acordo com 86° sessdo geral da comisséo internacional da OIE (Organizagdo Mundial
de Sanidade Animal) em 2018, foi atualizada a lista de antimicrobianos de importancia na
medicina veterinaria, a lincomicina apresenta significativo potencial para uso em peixes, no
entanto, necessita de delineamento de protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em
organismos aquaticos (OIE, 2021).

A lincomicina é um antibiotico lincosamida de amplo espectro que é especificamente
ativo contra bactérias gram-positivas (SPIZEK & REZANKA, 2017). As lincosamidas inibem
a sintese de proteinas bacterianas ligando-se a subunidade 50S do ribossomo, que se liga
preferencialmente ao rRNA 23S da subunidade 50S (PYORALA et al., 2014). O efeito
bactericida ou bacteriostatico depende da concentracdo do farmaco no local da infeccdo e da
sensibilidade do organismo infectado (KHAN et al., 2022). Porém, em peixes, apenas dados
in-vitro limitados estdo disponiveis (REVINA et al., 2017) e em tilapia do Nilo pouco se sabe
sobre a sua agdo, necessitando assim de delineamento de protocolos terapéuticos eficazes para
Seu uso em organismos aquéticos. Desse modo, o objetivo do estudo foi avaliar a seguranca

clinica da lincomicina, administrada por via oral em tilapias do Nilo (Orechromes niloticus).
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MATERIAL E METODOS

Peixes e Acondicionamento

Foram utilizadas 136 tilapias (O. niloticus), pesando + 100g, acondicionados em 17
tanques (n=8), com capacidade de 100 L de agua cada, abastecidos com agua corrente
desprovida de cloro, proveniente de poco artesiano com vazéao de 1 L/min. Apos o transporte
para os tanques, os peixes foram aclimatados durante 15 dias, tempo necessario para que a
concentracdo plasmatica de cortisol e a osmolaridade retornassem a niveis basais. Nos
primeiros trés dias de aclimatacdo, foi adicionado NaCl na concentracdo de 6,0 g/L em cada
tanque favorecendo o equilibrio hidroeletrolitico dos peixes (CARNEIRO & URBINATI,
2001). A qualidade da agua foi determinada duas vezes por dia (no momento de alimentacéo),
temperatura e concentracao de oxigénio dissolvido, medido pelo dispositivo YSI, modelo 55, e
0 pH e condutividade elétrica pelo dispositivo YSI, modelo 63. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Animais da UNESP/FCAV protocolo

n® 5639/22.

Experimental Design

As tilapias foram distribuidas aleatoriamente em 17 tanques (100L de agua, n=8) para
constituir as repeticdes dos diferentes tratamentos: TO (grupo controle, ndo tratado com
lincomicina); T1, T2, T3 (tratados com 10, 20 e 40mg/kg? de p.v. de lincomicina,
respectivamente) e T4 padrao fisioldgico (valores de referéncia).

Para avaliar as possiveis alteragcbes fisiologicas dos animais ocasionadas pela
lincomicina, 8 animais de todos os grupos (TO, T1, T2, T3), exceto padréo fisioldgico, foram
tratados por 8 dias com lincomicina, apos esse periodo, foi administrado por mais 4 dias apenas

racdo comercial, sem adicdo de oOleo vegetal e lincomicina, denominado periodo de
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recuperacdo, totalizando 12 dias de analise. Foram amostrados 8 animais por tratamento em 4

periodos: 2, 4 e 8 dias pds-tratamento (DPT) e apds 12° dia (periodo de recuperacdo).

Padronizagdo da Ragdo com Adicédo da Lincomicina

A racdo comercial extrusada contendo 32% proteina bruta, 6% extrato etéreo, 5,5% fibra
bruta e 12% matéria mineral (Nutripiscis - Empresa Presence) foi utilizada para compor as
dietas experimentais das tilapias. A alimentagdo foi realizada duas vezes ao dia (9h e 17h), com
administracdo de 2% da biomassa dos tanques. Para o preparo das dietas, diariamente a ragéo
foi pesada proporcionalmente ao peso médio das tilapias de cada tanque. Em seguida, foi
adicionado a lincomicina (Lincomicin 300: Labyes do Brasil Ltda nas doses de 10, 20 e 40
mg/kg™ p.v e homogeneizado em 2% de 6leo vegetal, compondo as dietas de T1, T2 e T3
respectivamente. Para padronizagdo das dietas e balango nutricional, foi adicionado 2% de 6leo

vegetal a dieta do grupo controle (TO).

Anestesia dos Peixes

As tildpias foram anestesiadas por imersdo em solucdo aquosa de benzocaina na
proporcao de 1:10.000 para coleta de sangue e 1:500 no momento da eutanasia. A benzocaina
foi diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando o volume para 1L (WEDEMEYER, 1970).
Inicialmente foi realizado pré-anestesia, em que o nivel de agua dos tanques foi baixado até um
volume de 10L adicionando-se 0,1g de benzocaina ja diluida em alcool 98°. Logo apéds, cada
peixe foi transferido para um recipiente contendo 1L de agua com 0,1g de benzocaina, ambos
os procedimentos foram realizados em aeragdo para minimizar estresse ocasionado pela
manipulacdo. Apos paralizacdo de movimentos do opérculo, o peixe foi retirado e realizado a
coleta de sangue. Por fim, o animal foi transferido para outro recipiente contendo 0,5g de

benzocaina diluida em 1L de &gua para eutanasia.
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Anélise hematoldgica

Oito peixes por tratamento (um tanque para cada tratamento), apds serem anestesiados,
foram coletados cerca dois mL de amostras de sangue pelo vaso caudal de cada animal aos 2,
4, 8 e 12 dias apds tratamento (DPT), foram aliquotadas em dois conjuntos: uma seringa
revestida de heparina (5000 Ul) e outra sem heparina, para obtencdo de plasma e soro,
respectivamente. Durante a troca de seringas (com e sem heparina), ndo foi retirado a agulha
do vaso, para que ndo tivesse perda de sangue. O hemograma foi realizado por hemocitémetro
(cdmara de Neubauer) e solucdo de Natt e Herrick (1952) na proporcdo 1:100 v:v). O
hematdcrito foi determinado pela técnica de centrifugacdo do microhematdcrito. J& a
hemoglobina circulante, utilizando-se reagente de Rabkin’s para leitura em comprimento de
onda de 540nm e os valores de volume corpuscular médio (VCM) foram obtidos pelo calculo
VCM = (HT/HE)*100 e concentracdo hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo calculo
CHCM = (HG/HT)*100.

A contagem diferencial de leucdcitos foram realizadas em extensdes sanguineas com a
contagem de 200 células, estabelecendo o percentual de cada tipo celular de interesse, ap6s

coloracdo prévia das extensdes com May-Grinwald Giensa Wrigth (BELO et al., 2013).

Avaliacao bioquimica sérica

Amostras de sangue de peixes sem anticoagulante foram centrifugadas a 10.000 rpm por
5 minutos a 4°C para obtencdo de soro e determinagdo de proteina total, aloumina, globulina
(relacdo proteina total — albumina) fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), creatinina, triglicerideos e colesterol, usando um analisador
bioquimico semiautomatico (Model LabQuest® - Bioplus Company) e a glicemia dos peixes

foi determinada usando o aparelho Accu-Chek Performa.
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Avaliacéo do Indice Somatico Hepatico, Renal e Esplénico

Apos 2, 4, 8 e 12 dias de tratamento, as tilapias foram submetidas a eutanésia por imersao
em solugdo aquosa de benzocaina (1:500) até o aprofundamento do plano anestésico e perda
completa dos movimentos operculares. Em seguida, pesadas e dissecadas por um corte
longitudinal ventral, do &nus ao opérculo; outro do anus até a cabeca seguindo a linha lateral e
um terceiro passando pela nadadeira peitoral. Esta dissecacdo permitiu ampla visao de todos os
0rgdos. Para avaliagdo morfometrica de acordo com Weibel et al. (1969), foram coletados
figado, rim caudal, rim cranial, e bacgo das tilapias, os quais foram pesados para expressar 0S
indices somatico hepatico, renal e esplénico, calculado pelo formula: indice somético = peso

do 6rgao X 100/peso corporal.

Andlises estatisticas

O desenho experimental para avaliagdo da seguranca clinica foi inteiramente
randomizado em esquema fatorial 4 x 4 (quatro tratamentos: 10, 20, 40 e controle X e quatro
periodos de avaliacdo: 2, 4, 8 e 12 DPT). As analises de variancia para comparar os diferentes
grupos experimentais foram realizadas utilizando o procedimento GLM (General Linear
Model) do programa SAS, versdo 9.3 (Statistical Analysis Software, 2012). Diferencas
significativas (P<0.05) foram estimadas com base no teste de Tukey ao nivel de confianca de

95%, de acordo com Snedecor e Cochran (1984).

RESULTADOS
Analises Hematoldgicas

Tilapias tratadas com lincomicina ndo apresentaram nenhuma alteracéo significativa (P>

0,05) entre as diferentes concentragfes administradas do farmaco, assim como, nao
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apresentaram alteracdo ao longo do tempo quanto ao numero de eritrocitos, concentragdo de

hemoglobina, porcentagem de hematocrito bem como os célculos de VCM, HCM e CHCM

(Figura 1).
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Figure 1. Hematological analysis of tilapia treated with lincomycin. Means (n=8) followed by the same letter do
not differ by Tukey's test (P<0.05). A: Erythrocyte; B: Hemoglobin; C: Hematocrit; D: Mean Corpuscular Volume
(MCV); E: Mean Corpuscular Hemoglobin; F: Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (CHCM). Capital
letters compare the different treatments within each experimental day, lowercase letters compare the evolution of

each treatment between the different experimental days.
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A avaliacdo do perfil leucocitario (Figura 2) demonstrou que tilapias tratadas com
lincomicina ndo apresentaram nenhuma alteracéo significativa (P> 0,05) nos leucadcitos totais,

bem como na contagem diferencial de neutrofilos, mondcitos, linfécitos e trombacitos.
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Figure 2. Leukocyte analysis of tilapia treated with lincomycin. Means (n=08) followed by the same letter do not

differ by Tukey's test (P<0.05). A: Total Leukocytes Erythrocyte; B: Neutrophils; C: Monocytes; D: Lymphocytes;
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207 E: Thrombocytes. Capital letters compare the different treatments within each experimental day, lowercase letters
208 compare the evolution of each treatment between the different experimental days.
209

210  Analise bioquimica sérica

211 Na avaliacdo da citotoxicidade hepatica, as tilapias tratadas com lincomicina nao
212 tiveram alteracdes significativas de fosfatase alcalina. No entanto, os niveis séricos de ALT e
213  AST foram maiores nos animais tratados com 20 e 40 mg de lincomicina 2DPT, sendo
214  intensificado 4DPT, em compara¢do aos animais tratados com 10mg e grupo controle (Figura
215  3). Embora, tenha-se observado que esses valores séricos de ALT e AST foram regredindo ao

216  longo do tempo.
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219 Figure 3. Mean values (x Standard error) observed in the analysis of serum enzymatic activity of A: Alanine
220 aminotransferase (ALT); B: Aspartate aminotransferase (AST); C: Alkaline phosphatase (FA) from tilapia treated
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221 with lincomycin. Means (n=8) followed by the same letter did not differ by Tukey's test (P<0.05). Capital letters
222 compare the different treatments within each experimental day, lowercase letters compare the evolution of each
223 treatment between the different experimental days.

224

225 Na avaliacdo da funcionalidade hepatica e renal, verificou-se aumento transitorio nos
226  valores seéricos de triglicerideos, colesterol e creatinina em tilapias tratadas com 40 mg de
227  lincomicina 8DPT, porém, apds o periodo de recuperacdo, 0s valores retornaram aos niveis
228  normais (Figura 4). Os resultados revelaram que tilapias tratadas com lincomicina apresentaram
229 aumento dos niveis séricos de proteina total, albumina e, consequentemente, de globulinas
230 4DPT, quando comparados ao grupo controle. Na avaliacdo da glicemia, ndo foi observado
231 diferenca significativa entre os peixes submetidos aos diferentes tratamentos.

232

233
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235 Figure 4. Analysis of creatinine, total protein, albumin, globulin, cholesterol, triglycerides and glucose of tilapia
236 treated with lincomycin. Means (n=8) followed by the same letter do not differ by Tukey's test (P<0.05). Capital
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letters compare the different treatments within each experimental day, lowercase letters compare the evolution of

each treatment between the different experimental days.

Analise do Indice Somatico Hepatico, Renal e Esplénico

Na avaliacdo do peso juntamente com a andlise somatica do bago, figado e rim, ndo foram
observadas alteracdes significativas nos animais dos diferentes tratamentos e no grupo controle (Figura
5).
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Figure 5. Somatic evaluation of spleen, liver and kidney of tilapia treated with lincomicina. Hepatic somatic index
(HSI), splenic somatic index (SSI) and renal somatic index (RSI). Means (n=8) followed by the same letter do not
differ by Tukey's test (P<0.05). Capital letters compare the different treatments within each experimental day,

lowercase letters compare the evolution of each treatment between the different experimental days.

DISCUSSAO
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As analises hematologicas sdo comumente usadas para avaliar a satde e o bem-estar dos
peixes na aquicultura, na prética veterinaria e na pesquisa cientifica (WITESKA et al., 2022;
FAZIO, 2019). Tilapias tratadas com lincomicina ndo apresentaram nenhuma alteracdo na
avaliacdo hematolodgica e leucocitaria, estes resultados estdo de acordo com os encontrados no
tratamento de suinos em crescimento por Harvey et al., (1995), onde a administracdo da
lincomicina ndo resultou em alteragé@o significativa nestes parametros. Costa et al. (2022) e
Oliveira et al. (2022) ndo observaram diferenca entre os pardmetros hematoldgicos em estudo
da seguranca clinica com zileuton e doxiciclina, respectivamente, em tilapias do Nilo. Em
contrapartida, Amer et al. (2017) em estudos avaliando administrag&o oral de lincomicina em
ratos, constatou diminuicdo significativa no ndmero de eritrdcitos, concentragdo de
hemoglobina e porcentual de hematdcrito, porém, foi administrado diariamente por 21 dias uma
dose de 500 mg/kg. Possivelmente essa diferenca observada entre os resultados, ocorre pela
diferenga de concentracdo do farmaco e dias de tratamento, onde no presente estudo, a maior
dose administrada foi de 40mg/kg™ e por no méaximo 8 dias.

Estudos avaliando administracdo oral de Lincomicina em ratos (AMER, 2017) e em
beagles (GRAY et al., 1964), também observaram incremento transitério de ALT e AST, tendo
seus valores retornado aos niveis basais. Essa elevacdo pode ser atribuida ao aumento da
degradacdo metabdlica do farmaco nos hepatécitos, tendo a liberagdo dessas enzimas do
citoplasma para a circulacdo sanguinea apds ruptura da membrana plasmatica ou dano celular
(OYENIRAN et al., 2021).

Existem poucos dados sobre a influéncia dos antimicrobianos nos indices bioquimicos
do soro de peixes e 0s que foram publicados até 0 momento estdo focados principalmente nos
efeitos da oxitetraciclina, amoxicilina e doxiciclina (BOJARSKI et al., 2020; MORAES, 2018;

OLIVEIRA et al., 2022) com poucas informagdes sobre o uso da lincomicina em tilapias.
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De acordo com Jwad et al. (2015), a lincomicina pode apresentar efeitos nocivos na
hematologia e nas caracteristicas bioquimicas do sangue, podendo interferir nas funcgdes
hepaticas e renais. No estudo houve aumento transitdrio de triglicerides e colesterol na dose de
40mg, possivelmente devido a funcdo hepética estar prejudicada, afetando temporariamente o
metabolismo dessas enzimas, de modo que seus valores retornaram aos niveis normais, estando
dentro dos intervalos de referéncia previamente registrados para tilapias em condi¢des normais
de satde (MAUEL et al., 2007; HRUBEC et al., 2000). Estudo avaliando a administracéo oral
de lincomicina em ratos (AMER et al., 2017) também observou esse aumento.

O nivel de creatinina é um indicador da funcgdo renal, portanto, o aumento significativo
do seu teor no soro apds a administracdo de lincomicina observada no estudo, pode ser atribuida
ao comprometimento temporario da capacidade funcional renal, que podem causar danos
oxidativos nos tabulos renais, ou provavelmente devido ao efeito deste antibidtico quimico na
taxa de producdo de creatinina, o que leva a aumentar sua biossintese (JWAD et al., 2015),

Além disso, o tratamento com lincomicina resultou em aumento de proteina total,
albumina e de globulinas. Fortuoso et al. (2019) observou varia¢do semelhando, quando avaliou
monolaurato de glicerol na dieta de frangos de corte, podendo sugerir que a lincomicina possa
ter auxiliado nos mecanismos de defesa das tilapias, podendo ser observado melhora na resposta
imune desta espécie avaliada. De acordo com Zhang et al. (2019) proteinas séricas, albumina e
globulina desempenham papéis importantes nas respostas imunes. Acredita-se que 0s aumentos
nos niveis séricos de proteina, albumina e globulina estejam associados a uma resposta imune
inata mais forte em peixes.

Os indices de 6rgdos sdo parametros relevantes na analise de avaliacdo de seguranca
porque representam o estado de desenvolvimento do 6rgdo em animais (KLAN et al., 2022).
Tilapias tratadas com lincomicina ndo apresentaram alteracGes nos indices somaticos dos

Orgdos hepatico, renal e esplénico, semelhantes aos resultados observados por Oliveira et al.
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(2022) em que tilapias tratadas ndo tiveram diferenca em relacdo ao peso do 6rgéo peso do
animal em estudo da seguranga clinica da doxiciclina. Resultado similar também foi observado
por Dobsikova et al. (2013) que avaliou a oxitetraciclina nos indices biométricos em carpa
comum (Cyprinus carpio L.).

Embora tenham sido observadas alteragfes transitorias nas enzimas hepatica e renais nas
doses mais elevadas de lincomicina, tilpias tratadas ndo apresentaram alteragdes nos
parametros hematoldgico, juntamente, com a ndo observancia de altera¢cbes comportamentais e
de sinais clinicos, permitindo assim inferir que a lincomicina administrada por via oral em

tilapias, nas doses de 10, 20 e 40mg/Kg* p.v. demonstrou boa margem de seguranca clinica.
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