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RESUMO

A aquicultura, atividade essencial para a seguranca alimentar global, enfrenta desafios
sanitarios e ambientais decorrentes da exposicao a contaminantes quimicos, como os
compostos organofosforados. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
imunomodulador da suplementagao com B-glucano sobre a resposta antioxidante e
imunolégica de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) expostas ao clorpirifés. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x2, envolvendo dietas com e sem B-glucano, exposi¢ao ou nao ao clorpirifés
em dois tempos de coleta (15 e 30 dias), totalizando quatro tratamentos com trés
repeticdes cada. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
com nivel de significancia de 5%, sendo as diferencas entre os grupos testadas pelo
teste post-hoc de Tukey (5%), utilizando o programa estatistico SAS OnDemand. A
expressao dos genes das enzimas do sistema antioxidante (SOD, CAT, GPx, GST),
do sistema enzimatico (CYP), citocinas pro e anti-inflamatorias (TNF, IL-10) e dano
celular (HSP70) foram analisadas por PCR em tempo real (QPCR-RT). Também foram
realizadas as analises de atividade enzimatica da SOD, CAT e GPx e estresse
oxidativo através da lipoperoxidagao hepatica (LPO) pelo método MDA. Os resultados
indicaram que o clorpirifés induziu a expressdo génica do sistema antioxidante e
imunoldgico, evidenciado pela elevada expressao de SOD, GPx e GST, bem como
pela ativagdo de proteinas de estresse (HSP70) e de citocinas proé-inflamatérias
(TNF). Em contrapartida, a suplementagdo com B-glucano reduziu a intensidade
dessas respostas, demonstrando efeito antioxidante e imunomodulador. A atividade
enzimatica da SOD néo foi influenciada pelo B-glucano, apenas pela exposi¢cao ao
estressor. Para a atividade de GPx n&o houve efeitos significativos e para CAT, aos
15 dias, houve efeito significativo para a dieta com B-glucano dependente da condigao
de exposicao. Para a lipoperoxidagao, aos 15 dias, os animais alimentados com B-
glucano apresentaram maior valor de MDA, ndo sendo a exposi¢ao significativa. Aos
30 dias de tratamento com as dietas e os 4 dias de exposicdo ao estressor foi
observado efeito altamente significativo para os animais n&o expostos, que
apresentaram maior nivel de MDA e n&o houve efeito significativo para dieta. A
suplementagcdo com B-glucano modulou principalmente parametros imunoldgicos e de
biotransformacgao, reduzindo vias inflamatorias, embora seu efeito antioxidante tenha
sido limitado. Assim, o B-glucano apresenta potencial como aditivo funcional, porém
com eficacia parcial, reforcando a necessidade de integrar manejo nutricional e
monitoramento ambiental na aquicultura.

Palavras-chave: Compostos organofosforados. Tilapia-do-Nilo. Estresse oxidativo.
Fatores imunoldgicos.



ABSTRACT

Aquaculture, a key activity for global food security, faces increasing sanitary and
environmental challenges associated with exposure to chemical contaminants, such
as organophosphorus compounds. This study aimed to evaluate the imunomodulatory
effect of B-glucan supplementation on the antioxidant and immune responses of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to chlorpyrifos. The experiment was conducted
in a completely randomized design under a 2x2 factorial arrangement, including diets
with or without B-glucan and exposure or non-exposure to chlorpyrifos, evaluated at
two sampling times (15 and 30 days), totaling four treatments with three replicates
each. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA) at a 5% significance level,
and differences among groups were assessed using Tukey’s post hoc test (5%) with
SAS OnDemand software. Gene expression of antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx,
GST), biotransformation enzymes (CYP), pro- and anti-inflammatory cytokines (TNF,
IL-10), and cellular stress markers (HSP70) was analyzed by real-time quantitative
PCR (RT-gPCR). Enzymatic activities of SOD, CAT, and GPx and hepatic oxidative
stress were also evaluated by lipid peroxidation (LPO) using the malondialdehyde
(MDA) method. Results showed that chlorpyrifos increased the expression of
antioxidant and immune system genes, evidenced by elevated SOD, GPx, and GST
transcription, as well as the activation of stress proteins (HSP70) and pro-inflammatory
cytokines (TNF). Conversely, B-glucan supplementation attenuated the magnitude of
these responses, indicating immunomodulatory and antioxidant-related effects. SOD
activity was influenced only by stressor exposure, not by B-glucan supplementation.
GPx activity showed no significant effects, while CAT activity at 15 days was
significantly affected by B-glucan in an exposure-dependent manner. Regarding lipid
peroxidation, at 15 days, fish fed B-glucan exhibited higher MDA levels, with no
significant effect of exposure. At 30 days of dietary treatment and four days of stressor
exposure, a highly significant effect was observed for non-exposed fish, which showed
higher MDA levels, with no significant dietary effect. B-Glucan supplementation
primarily modulated immunological and biotransformation parameters, reducing
inflammatory pathways, although its direct antioxidant effect was limited. Therefore, [3-
glucan shows potential as a functional feed additive, albeit with partial efficacy,
reinforcing the need to integrate nutritional management with environmental monitoring
in aquaculture systems.

Keywords: Organophosphorus compounds. Nile tilapia. Oxidative stress.
Immunological factors.
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1 INTRODUGAO

A aquicultura tem se consolidado como um setor estratégico para o
abastecimento alimentar mundial, contribuindo significativamente para a segurancga
nutricional e a oferta de proteina animal de alta qualidade. Sua relevancia deriva nao
apenas da capacidade de reduzir a pressao sobre os estoques pesqueiros naturais,
mas também da eficiéncia do processo produtivo, que combina ciclos curtos, alta
densidade de produgéo e avangos tecnolégicos (Barreto; Oliveira; Henry-Silva, 2024).
Globalmente, a atividade vem apresentando crescimento continuo. Em 2022, a
producdo mundial atingiu 130,9 milhdes de toneladas, respondendo por mais da
metade da oferta de animais aquaticos destinados ao consumo humano, com
projecbes de expansao até 2032 em todas as regides, incluindo América Latina e
Caribe (FAO, 2024).

No Brasil, esse cenario de expansao é igualmente notavel, sobretudo pela forga
da tilapicultura. A espécie correspondeu a 63,9% da producdo nacional de peixes
cultivados em 2022, com 550 mil toneladas, volume que subiu para 662 mil toneladas
em 2024 — um salto de 14,3%, o maior percentual da histéria recente. Com esse
avanco, a tilapia passou a representar mais de dois tergcos da producédo aquicola
nacional (Peixe BR, 2023; 2025). Esse desempenho coloca o pais como quarto maior
produtor mundial da espécie, com perspectivas de alcangar posi¢cdes ainda mais
elevadas no ranking global. Além de consolidar-se no mercado interno, a tilapia
responde por 88% das exportacdes brasileiras de pescado, principalmente para os
Estados Unidos e Taiwan (Peixe BR, 2023).

A expansao da piscicultura, no entanto, enfrenta importantes desafios sanitarios
e ambientais. A intensificacdo da producdo aumenta a exposicéo a surtos de doencas,
oscilacbes de mercado e impactos decorrentes das mudangas climaticas, como
variabilidade hidrica e eventos extremos. Questdes ligadas a poluicdo, perda de
biodiversidade e ao uso intensivo de recursos naturais também se somam as
preocupagdes sobre a sustentabilidade do setor (FAO, 2024). No caso da tilapia, a
instabilidade nos pregos pagos ao produtor e os custos de insumos sao fatores que
comprometem a rentabilidade e a estabilidade de longo prazo. Além disso, em escala
global, fatores de manejo inadequado e desafios sanitarios foram determinantes para
conter um crescimento ainda maior em 2024, indicando a necessidade de praticas

produtivas mais sustentaveis e resilientes (Peixe BR, 2025).



14

Assim, a aquicultura se encontra em uma encruzilhada: ao mesmo tempo em
que se fortalece como fonte essencial de alimento e oportunidade econémica, deve
enfrentar questdes estruturais relacionadas a biossegurancga, a eficiéncia ambiental e
a governanca setorial. Esse equilibrio entre expansao e sustentabilidade sera decisivo
para garantir ndo apenas a continuidade do crescimento, mas também sua
contribuicdo efetiva para a seguranga alimentar global e o desenvolvimento
socioeconémico regional.

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie que compde
aproximadamente 40% da producado de aquicultura no Brasil, sendo escolhida por
suas caracteristicas de facil manejo e pela palatabilidade de sua carne (Schulter,
2017). Esta espécie teledstea se apresenta como resistente a doengas e capaz de
tolerar condicbes bidticas adversas, o que a torna uma opg¢ao rentavel para a
aquicultura (Casas Solis et al., 2007).

Adaptando-se bem a diferentes ambientes, a tilapia nilética € uma das mais
importantes para a aquicultura mundial, especialmente devido a sua resisténcia e
adequacéo a ambientes de cativeiro (El-Sayed, 2002).

Embora as tilapias-do-Nilo possuam defesas naturais contra patégenos, a
exposicao a praguicidas compromete sua resposta imunolégica e a eficacia do
sistema antioxidante, principalmente sob condi¢cbes inadequadas de manejo que
podem resultar em estresse. O uso excessivo de praguicidas é uma preocupagao
crescente, uma vez que pode desencadear surtos de doencgas infecciosas,
especialmente em sistemas de cultivo intensivos (Zago et al., 2014).

Xenobidticos sdo compostos quimicos que ndo séo naturais a um organismo
ou sistema biolégico, incluindo praguicidas e farmacos. Em aquicultura, os praguicidas
organofosforados (POFs) sao frequentemente utilizados para controlar o
desenvolvimento de parasitas em peixes. Esses praguicidas podem ser introduzidos
no ambiente aquatico tanto diretamente, por meio da aplicagdo na agua, quanto
indiretamente, através do uso na agricultura, onde substancias como os
organofosforados acabam contaminando os corpos hidricos (ATSDR, 1997).

Entre os organofosforados, destaca-se o clorpirifés (O,0-dietil O-3,5,6-tricloro-
2-piridil fosforotioato), que € amplamente utilizado no combate a pragas em culturas
como algoddao, milho e verduras. A contaminagdo resultante pode levar a
bioacumulagao desses compostos, ocasionando efeitos letais para a fauna aquatica,

especialmente para peixes (EI-Murr et al., 2019). O clorpirifés tem mostrado também
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interferir no sistema antioxidante dos peixes, provocando estresse oxidativo e
prejudicando as respostas imunes inatas, resultando em alteracdes teciduais nos
organismos expostos (Ali et al., 2020).

Estudos demonstram que a exposi¢ao a praguicidas, como o clorpirifés, pode
afetar diretamente o sistema imunologico dos peixes, prejudicando a producdo de
células e compostos que sdo fundamentais para a defesa contra microrganismos e
xenobidticos (Bols et al., 2021). A resposta imunoldgica nos peixes envolve tanto
mecanismos especificos quanto nao especificos que ativam o sistema de defesa para
neutralizar antigenos (Meena et al., 2013).

Além disso, os praguicidas afetam o sistema antioxidante, que € crucial para
proteger o organismo contra espécies reativas de oxigénio (ERO). O desequilibrio na
producao dessas substancias pode levar ao estresse oxidativo, influenciando células
e material genético (Biller Takahashi et al., 2015). As enzimas antioxidantes
constituem a primeira e mais eficiente linha de defesa celular contra a oxidag¢ao, sendo
capazes de modular diretamente os niveis de radicais livres e seus derivados
(Mazmanci; Cavas, 2010).

A superoéxido dismutase (SOD) atua convertendo o radical superéxido em
peréxido de hidrogénio, impedindo sua acumulagcdo e reduzindo o potencial de
oxidacdo inicial. Em sequéncia, duas enzimas complementares participam da
remogao do peroxido de hidrogénio: a catalase (CAT), que o decompde em agua e
oxigénio, e a glutationa peroxidase (GPx), que utiliza glutationa reduzida para
neutralizar tanto H,O, quanto hidroperdxidos organicos. A agcéo coordenada desses
sistemas impede que o peroxido de hidrogénio seja convertido em radicais mais
reativos, como hidroxilas, capazes de promover forte dano celular (Mazmanci; Cavas,
2010). Para mitigar esses efeitos, vacinas e compostos imunomoduladores, como o
B-glucano, tém sido explorados como alternativas promissoras.

O pB-glucano ¢é reconhecido como um imunomodulador pluripotente,
apresentando propriedades anti-infecciosas e anti-inflamatorias, além de aumentar a
producao de anticorpos e estimular a atividade dos macréfagos. A inclusdo de [3-
glucanos na alimentacdo de peixes tém demonstrado resultados promissores em
termos de sobrevivéncia e protegao contra patdgenos (De Assis Beneti et al., 2023)

Os efeitos benéficos do B-glucano s&o atribuidos principalmente ao seu
conteudo de polissacarideos, que se ligam por ligagdes glicosidicas e sdo derivados

de paredes celulares de diversas fontes, como plantas, fungos e algas (Robertsen et
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al., 1990). Embora a investigagdo sobre esses compostos esteja avangando, as
opinides sobre sua eficacia podem variar conforme a espécie, a dosagem, a duragao
da suplementacdo e os tipos de patdégenos enfrentados (Jefrfreys et al., 2017);
Paulsen et al, 2001).

A combinagao de vacinas e imunomoduladores como o 3-glucano pode resultar
em um aumento da producgao de citocinas e de células imunes efetivas, promovendo
um controle mais eficaz sobre as infec¢des (Jin; Li; Wang, 2018; Wei et al., 2020). A
vacinagao associada a administracéo de B-glucanos pode reduzir a dependéncia de
antibidticos e, assim, amenizar os impactos da exposigdo a contaminantes (Reis et
al., 2021).

Considerando que diversos estudos ja investigaram os efeitos do -glucano em
peixes, mas poucos exploraram sua atuacao frente a exposigcdo a praguicidas
organofosforados, como o clorpirifés, levanta-se a hipotese de que esse
imunomodulador possa atenuar os efeitos toxicos desse praguicida. Especificamente,
supde-se que o B-glucano seja capaz de modular respostas em nivel molecular,
refletidas na expressao génica e atuagéo de enzimas antioxidantes, contribuindo para

a mitigacao dos impactos adversos provocados pela exposicao ao clorpirifds.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do trabalho foi avaliar se a suplementagdo com 3-glucano promove

acao protetora em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) expostas ao praguicida

clorpirifés, através da expressédo de genes dos sistemas antioxidante, imunologico e

enzimatico, atividade enzimatica e estresse oxidativo.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar, em nivel molecular, o efeito modulador da suplementagdo com 3-

glucano através de analises com tecido hepatico das tilapias-do-Nilo:

Antioxidante: através da expressao dos genes das enzimas SOD, CAT, GPx e GST,
Imunoldgico: com avaliagdo da expressao de dos genes TNF-a e IL-10.
Enzimatico: expresséo do gene CYP.

Dano celular: expressao do gene HSP70.

Avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo enzimaticos em figado de

tilapias-do-Nilo.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Xenobiodticos e agrotéxicos na aquicultura

A intensificacdo da producio aquicola trouxe beneficios econdmicos e sociais,
mas também ampliou os riscos associados a presenga de contaminantes quimicos
nos ecossistemas aquaticos. A ecotoxicologia aquatica se consolidou como um campo
fundamental nesse contexto, uma vez que estuda os efeitos adversos de agentes
quimicos e de outros compostos exégenos sobre organismos aquaticos. Essa
abordagem possibilita a avaliagdo da qualidade ambiental por meio de ensaios
ecotoxicoldgicos, que identificam tanto agbes letais como subletais causadas por
xenobidticos. Esses testes servem de base para estimar o risco de contaminagao e
compreender o grau de comprometimento da biota frente a exposicdo a
contaminantes (Lombardi, 2006).

Na piscicultura, os agrotéxicos representam uma das principais fontes de
contaminagao, ja que sdo amplamente utilizados em praticas agricolas e podem
alcancar os corpos d’agua de forma direta, por escoamento superficial, ou indireta,
por lixiviagao e percolacao do solo. Uma vez presentes no ambiente aquatico, esses
compostos ameagam a qualidade da agua, a biodiversidade e a seguranca alimentar,
podendo inclusive afetar a saude humana por meio da bioacumulagdo nos organismos
cultivados (Lombardi, 2008; Matos, 2022).

Estudos apontam que, globalmente, a agricultura utiliza milhées de toneladas
de agrotéxicos anualmente, o que contribui significativamente para a poluicao de rios
e riachos. Esse cenario € considerado uma ameacga tanto para ecossistemas
aquaticos quanto para recursos hidricos destinados ao consumo humano. No Brasil,
onde a produgéo agricola tem papel de destaque, o uso intensivo desses insumos
aumenta o risco de contaminagdo de ecossistemas aquaticos adjacentes,
especialmente em regides com forte integragéo entre agricultura e aquicultura (Matos,
2022).

No campo da toxicologia aplicada a aquicultura, observa-se que substancias
quimicas usadas no manejo, incluindo medicamentos, agrotoxicos e horménios,
podem comprometer ndo apenas a qualidade ambiental, mas também a seguranca
do pescado destinado ao consumo humano. Além disso, organismos cultivados em

ambientes contaminados podem transferir contaminantes como metais pesados e
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xenobioticos ao longo da cadeia alimentar, intensificando o risco de bioacumulagéo e
biomagnificagdo (Lombardi, 2006).

Uma das principais ferramentas para estudar tais impactos sao os
biomarcadores, que permitem avaliar respostas biolégicas em diferentes niveis de
organizacgao, desde altera¢gées moleculares até danos histoldégicos. Enzimas como a
glutationa S-transferase (GST), a acetilcolinesterase (AChE) e a gama
glutamiltransferase (GGT) tém sido amplamente utilizadas como indicadores de
estresse oxidativo, neurotoxicidade e danos hepaticos em peixes expostos a
agrotoxicos. Essas respostas bioquimicas e histologicas constituem evidéncias
relevantes para compreender a toxicidade de xenobibticos e seus efeitos sobre a

homeostase dos organismos (Matos, 2022).

3.1.1 Organofosforados: mecanismo de agao, toxicidade para organismos

aquaticos

Os compostos organofosforados (OPs) constituem uma classe de agrotoxicos
amplamente empregados na agricultura, industria e saude publica devido a sua
elevada eficacia no controle de pragas. Seu mecanismo de acao esta diretamente
relacionado a inibigdo irreversivel da enzima acetilcolinesterase (AChE), o que
provoca o acumulo de acetilcolina nas sinapses e, consequentemente, a estimulagao
continua dos receptores colinérgicos no sistema nervoso central e periférico. Essa
condicdo gera manifestagbes de toxicidade aguda, como paralisia, disfuncéo
neuroldgica e morte em organismos expostos. Além da AChE, estudos apontam que
os OPs também podem inibir a fosfolipase A2 (PLA2) e outras serino lipases,
interferindo na sinalizagdo lipidica e no metabolismo neuronal, intensificando os
efeitos neurotéxicos desses compostos (Carli, 2023).

Em ambientes aquaticos, a presenca de organofosforados representa uma
ameaca significativa aos organismos nao-alvo, especialmente os peixes, que séo
amplamente utilizados como bioindicadores em estudos ecotoxicolégicos. A
exposicdo ao clorpirifés, por exemplo, tem sido associada a alteracdes
comportamentais, estresse oxidativo, danos hepaticos e disturbios na microbiota
intestinal de zebrafish. Além disso, em fases iniciais do desenvolvimento, foram
observadas malformagdes embrionarias, como deformidades caudais, edema

pericardico e do saco vitelinico, bem como reducdo da frequéncia cardiaca e da
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eclodibilidade dos ovos, indicando elevada toxicidade mesmo em baixas
concentragdes (Garcia, 2024).

De forma semelhante, o malathion apresenta efeitos adversos importantes
sobre organismos aquaticos. Ensaios conduzidos com zebrafish evidenciaram a
inibicdo da atividade da PLAZ2, confirmando sua interferéncia no metabolismo lipidico
e indicando o potencial uso desta enzima como biomarcador de contaminacéao
aquatica. Observou-se ainda que a exposigdo ao inseticida induz alteracdes
comportamentais, como reducédo da atividade natatoria e maior permanéncia dos
peixes no fundo do aquario, caracteristicas compativeis com neurotoxicidade. Essas
alteracdes foram acompanhadas de modificagdes na atividade de enzimas cerebrais
relacionadas a regulacédo de lipideos e a neurotransmissdo, como a prépria
acetilcolinesterase, sugerindo que a exposi¢ao ambiental ao malathion compromete o
desempenho fisiolégico e adaptativo dos organismos aquaticos (Carli, 2023).

De modo geral, a literatura demonstra que os organofosforados exercem efeitos
letais e subletais relevantes sobre os ecossistemas aquaticos, ocasionando desde
alteragcbes comportamentais e fisiolégicas até deformidades embrionarias e
comprometimento de sistemas enzimaticos essenciais. Esses resultados reforcam a
necessidade de monitoramento continuo dessas substancias no ambiente, uma vez
gque mesmo em concentracdes ambientalmente realistas apresentam risco elevado
para espécies nao-alvo e podem comprometer a integridade ecologica de ambientes

aquaticos (Oliveira, 2025).

3.1.2 Clorpirifés: Caracteristicas e uso na agricultura

O clorpirifés O,0O-dietil O-(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotioato € um inseticida
pertencente ao grupo dos organofosforados, caracterizado por sua agao inibidora da
enzima acetilcolinesterase, fundamental para a transmissao de impulsos nervosos.
Essa inibicao resulta no acumulo de acetilcolina nas sinapses, promovendo efeitos
neurotdxicos que podem atingir tanto organismos-alvo quanto organismos n&o-alvo,
incluindo humanos e espécies aquaticas (Cunha, 2014; Marques; Américo-Pinheiro,
2020).

O clorpirifés € amplamente utilizado na agricultura devido a sua eficacia no
controle de pragas de diferentes culturas, como algodao, batata, milho, soja e cafe,

sendo comercializado sob diversas formulagdes, como Lorsban 480BR®, Fersol 450
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EC® e Dursban® (Cunha, 2014). No Brasil, figura entre os agrotoxicos mais
empregados, principalmente em razao do clima tropical que favorece a proliferagao
continua de pragas agricolas. Apesar disso, seu uso ja foi banido em paises da Unido
Europeia e nos Estados Unidos, em virtude da elevada toxicidade e da comprovagao
de seus impactos sobre a saude humana e ambiental (Marques; Américo-Pinheiro,
2020).

Quimicamente, trata-se de um éster derivado do acido fosforotidico, de
natureza lipofilica, o que favorece sua adsorcédo ao solo e sua persisténcia no
ambiente. No contexto da agricultura, sua aplicagdo esta associada ao aumento da
produtividade e a protecao fitossanitaria das lavouras. Contudo, ha crescente
preocupagao acerca da contaminacao de solos e aguas subterraneas, especialmente
em regides de agricultura intensiva. Estudos recentes revelaram a persisténcia de
clorpirifés em aquiferos mesmo apods restricdes regulatorias, evidenciando riscos a
saude publica e ao meio ambiente (De Rosa et al., 2025).

Assim, embora o clorpirifés desempenhe papel importante como inseticida de
largo espectro, suas caracteristicas quimicas e seu uso extensivo configuram um
desafio para a sustentabilidade agricola e para a gestdo de riscos ambientais e a

saude humana (Panis; Candiotto; Gaboardi, 2024).

3.1.3 Ocorréncia de Clorpirifés em ambientes aquaticos

Estudos indicam que sua meia-vida pode variar de 16 a 77 dias em aguas
superficiais, dependendo de fatores ambientais como pH, temperatura e presenca de
matéria organica, o que reforca sua capacidade de contaminagcdo de ecossistemas
aquaticos (Cunha, 2014; Marques; Américo-Pinheiro, 2020).

O estudo de Marques e Pinheiro (2020) apresentou dados de detecgao do
clorpirifés em diferentes ambientes aquaticos, indicando sua presenga frequente
devido ao uso intensivo na agricultura e manejo de culturas, sobretudo em regides

com uso agricola difundido.

3.1.4 Efeitos téxicos do clorpirifés em peixes (imunidade e estresse oxidativo)

O clorpirifos foi detectado em diferentes bioindicadores aquaticos, como peixes,
crustaceos e organismos planctonicos, demonstrando sua capacidade de

bioacumulagao (Marques; Américo-Pinheiro, 2020).
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Foram observados efeitos subletais, incluindo alteragdes comportamentais,
dificuldades na alimentagdo, mudangas na reprodugcdo e mortalidade em alguns
organismos testados. O clorpirifds, apesar de ser um praguicida eficiente, apresenta
risco consideravel ao ambiente aquatico devido as suas propriedades quimicas e
persisténcia no meio ambiente (Marques; Américo-Pinheiro, 2020).

Diaz-Resendiz e Giron-Pérez (2014) avaliaram o efeito do praguicida clorpirifés
na resposta imunologica do tilapia nilética (Oreochromis niloticus). A exposicdo ao
clorpirifés (0,051, 0,102 e 0,255 mg L") ndo provocou mudangas significativas na
capacidade de proliferacdo de linfécitos da tilapia comparado ao grupo controle.
Entretanto, a concentragéo de IgM no plasma dos peixes expostos a 0,051 mg L' do
praguicida diminuiu. Ja nos peixes expostos as concentragbes mais altas (0,102 e
0,255 mg L"), os niveis de IgM permaneceram similares ao controle. A atividade de
lisozima no plasma aumentou em peixes expostos a 0,255 mg L' do praguicida, e
esse aumento foi dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentragdo, maior a
atividade.

Outros estudos de imunotoxicidade relacionados ao clorpirifés indicam efeitos
variados, como diminuicdo do numero de linfocitos e redugcdo da capacidade
fagocitica, além de alteragdes na expressdo de proteinas de choque térmico e
citocinas, embora esses efeitos variem de acordo com a espécie e a condicdo do
experimento (Diaz-Resendiz e Giron-Pérez, 2014).

Diaz-Resendiz e Girén-Pérez (2014) concluiram que o clorpirifés nas
concentragdes avaliadas apresentou baixo efeito imunotdxico na tilapia, mas induziu

um aumento na atividade de lisozima, sugerindo uma resposta de defesa inespecifica.

3.1.5 Importancia do figado e sua resposta a exposi¢ao ao clorpirifos

O figado é o principal 6rgdo envolvido na biotransformacédo e eliminagdo de
xenobidticos em peixes, desempenhando fungdes vitais relacionadas ao metabolismo
de nutrientes, sintese de proteinas plasmaticas e manutencdo da homeostase redox.
Por ser altamente vascularizado e possuir um extenso sistema enzimatico, o figado
atua como o primeiro local de acumulo e metabolizagdo de compostos toxicos
absorvidos pela corrente sanguinea (Ismail et al., 2021). Em organismos aquaticos
expostos a agrotéxicos organofosforados, como o clorpirifés, esse o6rgao é

particularmente vulneravel, pois concentra enzimas do sistema do citocromo P450,
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responsaveis pela conversdo do composto original em metabdlitos menos reativos
(Tawfeek et al., 2024).

Durante o processo de biotransformagédo do clorpirifés, o figado converte o
composto em clorpirifés-oxon, um metabdlito altamente tdéxico que pode inibir a
acetilcolinesterase e induzir a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO). O
excesso dessas moléculas provoca danos oxidativos as membranas celulares, ao
DNA e a proteinas hepaticas, desencadeando processos inflamatérios e disfungdes
metabdlicas (Sule; Condon; Gomes, 2022). Essa condigédo, conhecida como estresse
oxidativo, € acompanhada por alteracbes na expressao de genes e na atividade de
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX) e glutationa S-transferase (GST), que atuam de forma integrada
para neutralizar o excesso de ERO e preservar a integridade celular (Santana et al.,
2022).

Além disso, a exposi¢cao prolongada ao clorpirifés pode comprometer a
capacidade de regeneracado hepatica e reduzir as reservas de glutationa (GSH),
agravando os efeitos toxicos e a vulnerabilidade celular. Alteragdes histopatoldgicas,
como degeneracao vacuolar e necrose de hepatdcitos, sao frequentemente relatadas
em peixes intoxicados com esse agrotéxico (Ismail et al., 2021; Tawfeek et al., 2024).
Tais alteragbes indicam que o figado € um biomarcador sensivel e eficaz para o
monitoramento da toxicidade ambiental de organofosforados em organismos

aquaticos.

3.2 Sistema imune e antioxidante em peixes
3.2.1 Mecanismos de defesa inata/adaptativa.

A intensificagdo da aquicultura, com altas densidades de estocagem e
condi¢gdes ambientais frequentemente desfavoraveis, tem aumentado a exposi¢céo
dos peixes a estressores fisicos, quimicos e biologicos. Essa realidade afeta
diretamente a eficiéncia do sistema imune e o equilibrio do sistema antioxidante,
componentes fundamentais para a manutencao da saude e do desempenho produtivo
das espécies cultivadas (Guimaraes, 2024).

Nos peixes, o0 sistema imune apresenta duas frentes principais: a imunidade
inata e a adaptativa. A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa,

caracterizada pela agao rapida e inespecifica contra patdégenos. Essa resposta
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envolve barreiras fisicas como pele, muco e branquias, além da acgao celular de
macrofagos, neutréfilos e células “natural killer’, e da participagdo de moléculas
humorais, como o sistema complemento e a lisozima. Ja a imunidade adaptativa é
mais especifica e gera memaria imunoldgica, embora se manifeste de forma mais
lenta em comparagao a mamiferos, com destaque para o papel dos linfocitos Te B e
das imunoglobulinas, principalmente IgM (Guimaraes, 2024).

O equilibrio do sistema imune é fortemente influenciado pelo estresse, que
pode levar a imunossupressao e, consequentemente, ao aumento da suscetibilidade
a infec¢des. Fatores como qualidade da agua, temperatura, poluicdo e manejo
intensivo favorecem a produgao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO),
comprometendo a saude dos peixes (Fernandes, 2023). De fato, a intensificagao dos
sistemas de producdo aquicola submete os animais a condicbes de estresse que
enfraquecem a resposta imunoldgica, tornando-os mais vulneraveis a patégenos
oportunistas, especialmente bactérias do género Streptococcus spp. (Butt et al., 2021;
Van Doan et al., 2022).

Nesse contexto, o sistema antioxidante atua como regulador essencial,
prevenindo ou reparando danos celulares causados pelo excesso de radicais livres.
Esse sistema é composto por mecanismos enzimaticos — como superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
glutationa S-transferase (GST) — e ndo enzimaticos, incluindo vitaminas C e E,
carotenoides, selénio, zinco e outros compostos fendlicos. O funcionamento
adequado desses mecanismos garante a neutralizagdo de ERO e a preservagao da
integridade de lipidios, proteinas e DNA (Guimaraes, 2024; Fernandes, 2023). A
melatonina, em especial, apresenta efeito duplo, atuando como antioxidante e
modulador da resposta imune (Matos, 2022).

Ainteracao entre sistema imune e antioxidante € estreita, visto que a ativacéo
da resposta imunoldgica gera radicais livres como mecanismo de defesa contra
patdgenos. Entretanto, a produgdo exacerbada dessas moléculas pode resultar em
danos celulares e morte tecidual, o que reforca a necessidade de equilibrio entre
imunidade e estresse oxidativo para a manutencao da saude dos peixes (Fernandes,
2023).

Nesse cenario, estratégias nutricionais vém sendo estudadas como alternativas
ao uso de xenobidticos, ndo sbé a contaminagdo por agrotoxicos, mas também

alternativa aos antimicrobianos, visando a prevengao de doencgas a remediacéo. Entre
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elas, destaca-se a suplementacdo com imunoestimulantes, como [-glucanos,
capazes de modular positivamente o sistema imune e antioxidante. Evidéncias
mostram que a inclusdo de (B-glucanos na dieta de tilapias-do-Nilo promove aumento
da atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx), estimula a produgao de
anticorpos e lisozima e melhora significativamente a sobrevivéncia frente a infecgbes

bacterianas (Guimaraes, 2024; Fernandes, 2023).

3.2.2 Dano celular (HSP70) e enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPX, GST)

Diversas enzimas e proteinas desempenham papéis essenciais na regulagao
do sistema antioxidante e no controle do sistema imunolégico em peixes. Entre elas,
a proteina HSP70, uma chaperona celular fundamental para a estabilizacdo de
proteinas desnaturadas em situagdes de estresse térmico e imunolégico, favorecendo
a sobrevivéncia celular em condi¢des adversas (Sathyamoorthy et al., 2017).

O sistema antioxidante celular atua de forma coordenada para manter o
equilibrio entre a producéo e a remocgao de ERO evitando danos celulares. Entre os
principais componentes desse sistema estdo as enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa S-transferase (GST),
Cuja expressao é regulada em resposta a alteracdes do estado redox (Santana et al.,
2022).

No contexto do sistema antioxidante, a enzima SOD representa a primeira linha
de defesa contra ERRO catalisando a conversao do anion superoxido (O,”) em
peréxido de hidrogénio (H,0O,), especialmente na mitocéndria. Em seguida, a CAT
atua na decomposicao do H,O, em agua e oxigénio, prevenindo sua acumulacao e
os danos oxidativos adicionais. Complementarmente, GPX exerce funcédo na redugao
de peroxidos organicos e de H,0O,, utilizando glutationa como cofator, o que contribui
para a neutralizagao de peroxidos lipidicos e para a manutengao da integridade celular
(Crawford et al., 2012).

Outra enzima de destaque € a GST, responsavel pela detoxificacdo de
xenobidticos e subprodutos da peroxidagao lipidica. Sua agao consiste na conjugacéao
da glutationa a compostos téxicos, facilitando a eliminagdo dessas moléculas do
organismo (Gongalves et al., 2009).

Além disso, a familia do citocromo P450 (CYP) desempenha papel central no

metabolismo de xenobidticos e de esteroides. Contudo, sua atividade metabdlica pode
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gerar ERO como subproduto, contribuindo indiretamente para o estresse oxidativo
(Schenkman; Jansson, 2003).

Esses genes, do sistema antioxidante, portanto, estdo diretamente
relacionados a manutencao da homeostase celular em peixes, seja pela ativacéo de
mecanismos imunologicos de protegéo, seja pela regulagéo da resposta antioxidante

que impede os efeitos deletérios de espécies reativas de oxigénio.

3.2.3 Citocinas pro e anti-inflamatérias (TNF, IL-10).

As citocinas representam elementos-chave na regulagdo do sistema
imunoldgico de peixes, atuando de maneira coordenada na ativagao ou na resolugao
da resposta inflamatéria. A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina com reconhecida
funcao anti-inflamatdéria. Sua principal acao esta na inibicdo da producéao de citocinas
pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), favorecendo, assim,
a resolugao da inflamacao e a restauragdo da homeostase imunoldgica (Wu et al.,
2021).

Por outro lado, o TNF-a constitui uma citocina pré-inflamatoria de grande
relevancia. Ele atua na ativacdo de macréfagos, promovendo a fagocitose e a
liberagcdo de mediadores inflamatdrios, além de participar da inducédo da apoptose em
células-alvo. O aumento da expressao de TNF-a esta diretamente associado a
processos de inflamagéo aguda, sendo considerado um marcador importante da
ativagao imunoldgica em peixes (Li et al., 2021).

Dessa forma, a interagédo entre IL-10 e TNF-a ilustra o equilibrio necessario
entre mecanismos proé e anti-inflamatdrios, o qual é determinante para a eficiéncia e a

modulagdo adequada da resposta imune em organismos aquaticos.

3.3 B-glucano: caracteristicas e mecanismos de agao
3.3.1 Estrutura e fontes do B-glucano

B-glucanos sao polissacarideos presentes em plantas, algas, bactérias,
leveduras e fungos. Possuem ligagdes ((1,3) na cadeia principal, com possiveis
ramificagdes (B(1,6) e variam em peso molecular e grau de ramificagdo. Leveduras,
especialmente Saccharomyces cerevisiae, sao fontes comuns em dietas de peixes
(Dalmo; Bggwald, 2008).
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Atualmente é utilizado como aditivo alimentar, com evidéncias de melhora na
resposta imune inespecifica e especifica em peixes, além de potencial para uso como

adjuvante de vacinas (Dalmo; Bagwald, 2008)

3.3.2 Agao imunomoduladora e antioxidante do B-glucano

Os receptores de B-glucanos sado Dectin-1, TLR2, TLR4, CR3, e outros,
participam do reconhecimento do B-glucano, levando a ativagéao de diferentes vias de
sinalizagc&o imunolégica (Dalmo; Bagwald, 2008)

Sao capazes de estimular células apresentadoras de antigenos, promovendo
uma resposta de Th1 ou Th2, com producao de citocinas como IFN-y e IL-4. Logo,
estudos mostram que o B-glucano pode aumentar a resisténcia a doengas, melhorar
o crescimento em algumas espécies de peixe, e potencialmente induzir resisténcia a
infeccdes por virus e bactérias (Dalmo; Bagwald, 2008)

Na resposta especifica e adaptativa os 3-glucanos influenciam a diferenciagao
de células T, incluindo Th1, Th2, e Th17, sendo promissores para modular respostas
imunoldgicas contra patdégenos intracelulares e extracelulares (Dalmo; Begwald,
2008)

3.3.3 Estudos em animais aquaticos: B-glucano melhora a resisténcia a doengas

bacterianas, virais e parasitarias.

Em camardes, B-glucanos melhoram a resisténcia contra virus e bactérias,
incluindo o virus da sindrome da mancha branca (WSSV), com efeitos na ativagéo de
células imunoldgicas e expressao génica relacionada a defesa imunoldgica (Dalmo;
Bagwald, 2008)

Reis (2021), suplementou tilapias-do -Nilo com B-glucano e avaliou a expressao
de genes do sistema imune, apos vacinagao e desafio com Streptococcus agalactiae
inativada. A pesquisa mostrou que o B-glucano, quando usado com a vacina, ajuda o
sistema imunoldgico das tilapias-do-Nilo a se defender melhor contra uma bactéria.
Ele aumenta a resposta de defesa do peixe, tornando a vacinacdo mais eficaz.
Portanto, o B-glucano pode ser util para proteger os peixes contra doencas na
aquicultura.

Quispe, (2022) desenvolveu um estudo com o objetivo de avaliar a influéncia

da suplementagédo alimentar com B-glucano na sobrevivéncia de tilapias-do-Nilo
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(Oreochromis niloticus) expostas a bactéria Francisella orientalis, considerada um
patogeno emergente de alta relevancia para a aquicultura mundial e endémico na
tilapicultura brasileira.

Segundo Quispe (2022), a suplementagcdo com 3 g B-glucano/kg de racéo
(0,3%) promoveu aumento expressivo na sobrevivéncia das tilapias-do-Nilo,

evidenciando o efeito imunoprotetor do composto frente a infecgao bacteriana.

3.3.4 Efeitos do B-glucano sobre o estresse de manejo

No experimento de Fernandes (2023) os peixes foram alimentados com B-
glucano e expostos a agentes estressantes durante manejos e infectados com S.
agalactiae inativada. Mais especificamente, os grupos 2 e 4 foram desafiados com
estresse e infecgdo com 1,0 x 108 UFC de S. agalactiae/peixe inativada aos 14 dias.
Os grupos 6 e 8 foram desafiados com manejos estressantes aos 29 dias. E concluiu
que o B-glucano ajuda a proteger as tilapias-do-Nilo do estresse causado pelo manejo,

melhorando sua defesa contra danos e fortalecendo seu sistema imunoldgico.

3.3.5 Potencial antioxidante e imunomodulador do -glucano

Fierro-Castro et al. (2024) investigou a resposta imunoldgica inata de
macrofagos de tilapia-do-Nilo expostos in vitro ao praguicida triclorfon. Seus principais
resultados apontam que a dieta com B-glucano melhorou a viabilidade celular dos
macrofagos expostos ao triclorfon e aumentou sua capacidade antioxidante,
exercendo um papel de protecado contra danos oxidativos.

A suplementacao com 3-glucano reduziu a produ¢ao de ERO, proporcionando
um efeito protetor contra o dano celular causado pelo praguicida. Contudo, o [3-
glucano nao foi suficiente para prevenir a redugcado da capacidade microbicida dos
macrofagos apos exposigao ao triclorfon, ou seja, ela ndo conseguiu manter a
capacidade de matar bactérias eficientemente (Fierro-Castro et al., 2024).

A expressao de genes relacionados a resposta inflamatéria, como TNF-a foi
modulada apds exposigao in vitro ao triclorfon, variando entre os grupos de peixe
controlado e alimentado com B-glucano (Fierro-Castro et al., 2024).

De Assis Beneti et al. (2023) também investigou como a administragao de [3-
glucano influencia a resposta imunolégica da tilapia-do-Nilo sob estresse apds desafio

com Streptococcus agalactiae e observou que a administracdo de -glucano por 30
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dias aumentou a expressdo dos genes dos receptores TLR1, TLR2, da proteina
MYDB88 e do fator de transcricao para expressao de genes inflamatérios e de defesa
NFKB1 no rim cranial e bago, especialmente apds desafio com a bactéria. Isso sugere
qgue o B-glucano estimula essa importante via de resposta imune inata.

A expressdo do gene TLR1 aumentou significativamente apds o estresse,
especialmente no tecido do rim e bago, mas foi reduzida em determinados momentos
por intervengcdo com B-glucano e o TLR2 mostrou aumento na expresséo no bago
apo6s 15 dias de B-glucano, mas reduziu no rim apos 30 dias. A expressao do gene
MYDB88 apresentou aumento em ambos os 6rgaos apos 30 dias, especialmente em
peixes desafiados. ANFKB1 foi regulada de modo a reduzir sua expresséao no rim com
B-glucano, porém aumentou no bago apds o desafio no periodo de 15 dias (De Assis
Beneti et al., 2023).

Os autores concluiram que a administracdo de B-glucano ativa a via de
sinalizacdo TLR-MYD88-NFkB, promovendo uma resposta imunoldgica
potencialmente protetora. Essa ativagao ocorre principalmente no bago apds 30 dias
de alimentagéo, indicando que o B-glucano pode ser uma estratégia util para estimular
a defesa imunoldégica da tilapia-do-Nilo, ajudando na resisténcia a doencgas

infecciosas, como a estreptococose.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Instalagao do biotério

O estudo foi conduzido nas instalagdes do biotério pertencente ao Laboratério
de Imunologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas, localizada
no Campus de Dracena, em S&o Paulo. Foram empregadas 24 caixas de polietileno,
de 130 L, com aeracéo elétrica. O sistema hidrico utilizado era do tipo aberto, com
renovacgao diaria da agua a 28°C e controle de iluminagéo artificial por 12h.

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologicas da UNESP de Dracena, com
registro n°09/2023.

4.1.1 Animais

Foram utilizadas 405 juvenis de tilapias-do-Nilo, sexualmente revertidas,
oriundas de uma unidade de piscicultura localizada na regido de Santa Fé do Sul, no
estado de Sao Paulo. Os animais, com peso médio inicial de aproximadamente 25
gramas e 10 cm, foram distribuidos em 12 caixas. Durante o periodo de aclimatagao,
que teve duracao de 30 dias, os peixes receberam racdao comercial (Raguife, Nutricdo
Animal, Mirassol/SP, 32% de PP) duas vezes ao dia para treinamento alimentar e

engorda.

4.2 Dieta

Neste experimento, foram elaboradas duas formulagdes alimentares (Tabela 1):
uma dieta controle, isenta de p-glucano, e uma dieta experimental, suplementada com
0,1% (m/m) de B-glucano. Ambas foram preparadas no Instituto de Pesca, localizado
em Sao José do Rio Preto — SP, seguindo as exigéncias nutricionais especificas da
espéecie estudada. Apds a preparacgao, as dietas foram acondicionadas em recipientes
plasticos devidamente identificados conforme o tratamento e a caixa correspondente,

sendo armazenadas sob refrigeragao ao longo de todo o periodo experimental.
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Tabela 1. Formulagdo da ragéo da dieta controle e com -glucano.

Ingredientes % %
Controle B-glucano

Farelo de soja 34,218 34,218
Farinha de visceras 18,000 18,000
Milho 17,51 17,511
Farelo de trigo 9,000 9,000
Quirera de arroz 8,000 8,000
Farinha de carne e ossos 6,686 6,686
Protenose 3,446 3,446
Fosfato bicalcico 0,755 0,755
Oleo de soja 1,000 1,000
Premix 0,500 0,500
Antifungico 0,200 0,200
Sal 0,300 0,300
DL-metionina 0,168 0,168
Antioxidante 0,050 0,050
Calcério 0,167

Betaglucano 0,167
Total 100,00 100,00

Enriquecimento por quilograma de ragao: Vit. A: 12000 Ul; Vit. D3: 3000 UI; Vit. E: 150,00 mg; Vit. B1:
20,00 mg; Vit. B2: 20,00 mg; Vit. B6: 17,50 mg; Vit. B12: 40,00 mg; Vit. C: 300,00 mg; Vit. K: 15,00 mg;
acido folico: 6,00 mg; acido pantoténico: 50,00 mg; biotina: 1,00 mg; cobre: 17,50 mg; ferro: 100,00 mg;
iodo: 0,80 mg; manganés: 50,00 mg; niacina: 100,00 mg; zinco: 120,00 mg; colina: 500,00 mg; selénio:
0,50 mg; cobalto: 0,40 mg.
O produto contém antioxidantes naturais, concebidos para proteger a alimentagdo animal da
deterioracdo oxidativa e preservar a sua frescura. Contém tocoferol (ins 307), lecitina de soja (ins 322),
extrato de 6leo de alecrim, éleo de girassol alérgicos: contém derivados de soja, sem gluten.
¢ B-glucano MacroGard® Biorigin, Sdo Paulo, Brasil.

Fonte: elaborado por Giovani Sampaio Gongalves.

A oferta alimentar ocorreu até a saciedade aparente dos animais, sendo
realizada duas vezes ao dia, as 8h e as 18h. A saciedade foi determinada quando os
peixes cessavam a ingestdo da racdo, a qual era administrada em pequenas
quantidades ao longo de alguns minutos, com atengdo ao comportamento alimentar

dos animais, a fim de evitar desperdicio. O consumo alimentar diario foi monitorado
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por meio da pesagem dos potes de armazenamento de ragédo correspondentes a cada

unidade experimental (caixa).

4.3 Delineamento experimental

O estudo foi conduzido em dois periodos experimentais independentes (15 e
30 dias). Em cada periodo, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2, totalizando quatro tratamentos: duas dietas (controle e B-
glucano) e duas condi¢des de exposi¢cao (com ou sem clorpirifés). Cada tratamento

contou com trés repetigdes, cada conforme Figura 1.

Figura 1: llustragdo do delineamento do experimento. Na figura da esquerda os
tratamentos com a ragado sem adigédo de B-glucano e a direta os tratamentos com
racao com adi¢cao de B-glucano.
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Fonte: Criado com Canva pela autora.

EXPERIMENTO 15 DIAS

e Tratamento 01 (C15). Tilapias-do-Nilo receberam dietas controle (livre de [3-
glucano) por 15 dias sem exposi¢cdo ao praguicida e amostradas apos 15 dias de
experimento;

e Tratamento 02 (B15). Tilapias-do-Nilo receberam dietas com B-glucano por
15 dias sem exposi¢céo ao praguicida e amostradas apos 15 dias de experimento;

e Tratamento 03 (C15e). Tilapias-do-Nilo receberam dietas controle (livre de B-

glucano) por 15 dias com exposi¢ao ao praguicida por 4 dias;
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e Tratamento 04 (B15e). Tilapias-do-Nilo receberam dieta com [-glucano por

15 dias, expostas ao clorpirifés por 4 dias.

EXPERIMENTO 30 DIAS

e Tratamento 01 (C30). Tilapias-do-Nilo receberam dietas controle (livre de [3-
glucano) por 30 dias sem exposi¢do ao praguicida e amostradas apos 30 dias de
experimento.

e Tratamento 02 (B30). Tilapias-do-Nilo receberam dietas com B-glucano por
30 dias sem exposi¢ao ao praguicida e amostradas apos 30 dias de experimento;

e Tratamento 03 (C30e). Tilapias-do-Nilo receberam dietas controle (livre de B-
glucano) por 30 dias, com 4 dias de exposi¢ao ao praguicida;

e Tratamento 04 (B30e). Tilapias-do-Nilo receberam dieta com B-glucano por

30 dias, expostas ao clorpirifés por 4 dias;

4.4 Desafio com clorpirifés

Para a realizagdo do ensaio de exposi¢do ao composto organofosforado
clorpirifés, foram utilizados 12 aquarios de vidro, cada um com capacidade para 100
litros de agua. O sistema adotado era do tipo fechado, com aeracdo garantida por
bombas submersas proprias para aquariofilia, e monitoramento continuo da
temperatura, mantida em 26 +1 °C. Considerando a disposi¢cao dos aquarios e as
caracteristicas do ambiente experimental, ndo houve necessidade de instalagcao de
sistema de iluminacéo artificial programada.

A exposicao dos peixes (n = 12) foi realizada por imersdo em solugédo contendo
clorpirifés, utilizando-se 7,2 mg do principio ativo por aquario. Para isso, foram
adicionados 15 pL do produto comercial clorpirifés 48 EC (Gharda), com concentragéo
de 48% m/v (480 g L™"), em cada aquario com volume total de 100 L de agua,
resultando na concentracdo final desejada. A concentragcdo de exposigcao
correspondeu a 30% da concentragdo subletal média (LCs,), sendo, portanto,
considerada uma dose subletal do principio ativo, conforme descrito por Dawood et
al. (2020) e Oruc (2012). Os peixes permaneceram expostos por 96h em sistema
hidrico fechado. Ao final do periodo experimental de quatro dias, os peixes foram

coletados para posterior analise.



34

4.5 Coleta das amostras

Ao final de cada experimento (aos 15 e 30 dias), 2 peixes de cada caixa (n=12),
de todos os tratamentos foram amostrados. Os peixes foram submetidos a um jejum
de 24 horas, coletados aleatoriamente, anestesiados com Eugenol (1g/10L de agua),
individualmente pesados em balanca digital semianalitica, e medidos em ictiometro.
Nesta fase, foram utilizados 24 juvenis de tilapia-do-Nilo revertidas ou masculinizada,
com o peso inicial médio de 75 g aproximadamente 15 cm (Figura 2).

Figura 2: Pesagem e medig:éo/dos peixes anestesiados.
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Fonte: uA‘rquivo do Laboratdrio de Imunologia Anima.

Foram coletados o figado dos peixes amostrados (Figura 3) para avaliagéo da
expressao das enzimas do sistema antioxidante (CAT, SOD, GST e GPx), dano celular
(HSP70), das citocinas proé e anti-inflamatéria TNF-a e IL-10), da enzima CYP por PCR
RealTime, atividade enzimatica (CAT, SOD E GPx) e estresse oxidativo pelo método

de lipoperoxidacao.

Figura 3: Extragao do figado. As amostras foram armazenadas em criotubos e
mantidos na refrigeragao -80°C.
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Fonte: Arquivo do Laboratério de Imunologia Animal.

4.6 Biologia molecular

ApOs a coleta os figados foram armazenados em freezer a -80°C até a
realizacdo das analises. Os tecidos passaram por extracdo do RNA para analise da
expressao dos genes (CAT, SOD e GPx, GST, HSP70, IL-10, CYP, TNF) por PCR
RealTime.

O RNA total foi isolado a partir das amostras do figado (100 mg) utilizando o
reagente TRI Reagent® (Sigma, St. Louis, MO, EUA), conforme as instru¢gbées do
fabricante. Em seguida, 1 ug do RNA extraido foi utilizado para a sintese de DNA
complementar (cDNA) por transcricdo reversa, empregando o kit iScript™ cDNA
Synthesis (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA). Aconcentragéo e a pureza do RNA foram
determinadas por espectrofotometria (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher,
Pleasanton, CA, EUA), com leituras nas absorbancias de 260 e 280 nm, sendo
calculada a razdo entre esses valores.

As reacoes de RT-qPCR foram realizadas em placas de 96 pocos, em triplicata,
com volume final de 20 pL por reacéo, contendo 10 uL do SYBR® Green PCR Master
Mix (2x), primers a 200 nM e 2 pyL de cDNA. As amplifica¢gdes foram conduzidas e
monitoradas em tempo real no sistema CFX96 Touch Real-Time PCR System (Bio-
Rad Laboratories, CA, EUA), sob as seguintes condi¢des: 95 °C por 5 min, seguidos
de 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 68 °C por 30 s. Ao final, foi gerada
uma curva de dissociagao (melting curve) para confirmar a amplificacdo de um unico

produto especifico.
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A determinacédo molecular da expressao génica foi realizada pelo método da
reacao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR-RT), e os resultados foram

analisados por quantificagéo relativa pelo método 2 — AACt (PFAFFL, 2004).

Tabela 2. Sequéncia de primers especificos das enzimas antioxidantes, proteinas de
estresse e citocinas pro e antinflamatérias que foram usados para amplificagdo dos
RNAs transcritos extraidos do figado de tilapias-do Nilo.

Gene Sequéncia Fw/Rv (5'-3') PB N° de Referéncia
acesso
F-TCCAGCCTGCCCTCAA Malachy
Sop  GTT 127 | JF801727 | N.O.etal.
R:CCAAAGTCCCGTTTGA 2017
TTGC
F:CCCAGCTCTTCATCCA JF801726.1/ | E, S. dos
CAT  GAAAC 103 | XM_003447 | Reis Goes
R:GCCTCCGCATTGTACT 521 et al. 2019
TCTT
F:CGCCGAAGGTCTCGT E, S. dos
GPX  TATTT 107 NM7$$11279 Reis Goes
R:TCCCTGGACGGACATA : et al. 2019
CTT
FTAATGGGAGAGGGAA NM_001279 | Rui Jia et
GSTa  GATGG 202 | "M e e
R:CTCTGCGATGTAATTC : :
AGGA
F:CAGCAGCAGGAGCAT SonaLian
CAGCATT g-t1ang
IL-10 ) 107 Lu et al.
R:CACAGGAGGACGGTC KPe45180.1 | 008
TGAGAAGT
F-CAGAAGCACT. GGC NM_001279 | Dong-Liang
TNF-a  CAAGAACA 98 533/ Lu et al
R:TTCTAGATGGATGGCT AY428948.1 (30 1)
GCCTTG :
F:CCGTCGTTGTCTCTGT
CyPta  F:CCGTCGTTGTCTCTG NM_001279 | Rui Jia et
Citochro TGCC 71 189 1 1 2019
me P450 R:CATCGTCGTGGTGGT - ar
CATAGC
Hsp70  F:CATCGCCTACGGTCTG | 107 | FJ207463.1 J'a?igg%et
GACAA :
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R:TGCCGTCTTCAATGGT
CAGGAT
F:ATCAAGAAGATCGGCT Dong-Liang
EF-1a_A ACAACCCT 109 | AB075952.1 | Lu et al.
R:ATCCCTTGAACCAGCT (2019)
CATCTTGT

Fonte: elaborado pela autora.

4.7 Analises Enzimaticas do Sistema Antioxidante
4.7.1 Preparo do homogenato

O meio de homogeneizagéo foi preparado com Tris HCI, EDTA, Triton x-100 e
mantido refrigerado e na hora da utilizagdo sempre no gelo.

Os figados foram pesados na propor¢ao de 1g de tecido para 4ml do meio de
homogeneizagao e levados para o copo homogeneizador Potter e centrifugados a
220659 por uma hora e vinte minutos a 4°C. O sobrenadante foi translucido rosado foi

pipetado para tubos de ensaio de vidro e mantidos no gelo.

4.7.2 Dosagem de proteina — Biureto

A dosagem de proteina é importante para os valores exatos a serem pipetados
de cada amostra para as analises seguintes. Foram realizadas algumas adaptagdes
nos procedimentos.

A dosagem foi realizada em microplacas e a absorbancia lida no leitor de
microplacas. Foram utilizados 13 uL de acido célico em cada pogo (padrao, branco e
amostra). A mesma quantidade de BSA 1% no padrao, 1 pyL nos pogos de amostra e
54 uL de reagente de biureto em cada pogo. E quantidade suficientes de agua Milli-Q
para completar os 200 pL dos pogos.

A placa permaneceu por vinte minutos sem exposi¢ao a luz e depois foi levada
ao leitor a 545nm. Os resultados foram submetidos ao calculo:

Proteina total = (absorbancia da amostra / absorbancia padrao) x 100 = mg

prot/
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4.7.3 Catalase (CAT)

A atividade hepatica da CAT foi determinada medindo a diminuicdo da
concentragao de peroxido de hidrogénio pela absorbancia a 240 nm de acordo com
Aebi (1984). O coquetel de reagao consistiu em H,O, 10,6 mM preparado no momento
da utilizagdo. Foram utilizados 10 uL de amostra e 190 uL de H20:2 para a realizagao
da leitura da atividade enzimatica. Uma unidade de atividade foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para transformar um substrato por minuto sob as
condi¢des analiticas descritas. A atividade da CAT foi determinada pela absorbancia
de 240 nm, a 25° C, em leitor de microplacas tipo ELISA (Thermo Scientific™

Multiskan GO Microplate Spectrophotometer).

4.7.2 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade hepatica da SOD foi quantificada pelo método do ferricitocromo C
usando xantina / xantina oxidase como fonte de radicais superdxido. O coquetel de
reacao formado em tampao de fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,8), EDTAa 0,1 mM,
xantina a 0,1 mM, citocromo C a 0,013 mM e xantina oxidase a 0,024 Ul mL™". Foram
utilizados 180 uL de coquetel de reacao, 10 uL de amostra e 10 pyL de xantina oxidase
para a realizacdo da leitura da atividade enzimatica. A atividade foi expressa em
unidades de SOD por miligrama de proteina. Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para produzir uma inibigdo de 50% da taxa
de redugédo do ferricitocromo C (Pérez-Jiménez et al., 2009).A atividade da SOD foi
determinada pela absorbancia de 550 nm, a 25° C, em leitor de microplacas tipo ELISA

(Thermo Scientific™ Multiskan GO Microplate Spectrophotometer).

4.7.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade hepatica da GPx foi medida seguindo o0 método de Pérez-Jiménez
et al. (2009). A glutationa na forma oxidada (GSSG) gerada pela GPx foi reduzida pela
glutationa redutase (GR) e a oxidagao de NADPH foi monitorada pela absorbancia a
340 nm. O coquetel de reagédo formado com tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH
7,1), 3,6 mM de glutationa reduzida (GSH), 3,6 mM de azida de sddio, 1 Ul/mL de
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glutationa redutase, 0,2 mM de NADPH e 1,2 mM de H,O,. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para transformar um substrato
gmol por minuto, nas condigdes analiticas descritas. A atividade da GPx foi
determinada pela absorbancia de 340 nm, a 25° C, em leitor de microplacas tipo ELISA

(Thermo Scientific™ Multiskan GO Microplate Spectrophotometer).

4.8 Estresse oxidativo

Para a determinacgao da lipoperoxidagao, foram adicionados 3 mg de proteina
provenientes (teste de Biureto) do sobrenadante do homogenato em tubos de ensaio
de vidro devidamente identificados. Para cada amostra e para o respectivo branco,
foram acrescentados os seguintes reagentes: 120 pyL de dodecil sulfato de sodio
(SDS) a 8,1%, 900 uL de acido acético a 20%, 900 uL de acido tiobarbiturico (TBA) a
0,67%, Agua Milli-Q suficiente para completar o volume final de 2,4 mL (480 pL).

Apos a adicao dos reagentes, os tubos foram homogeneizados e submetidos a
aquecimento em banho-maria a 95 °C por 60 minutos. Em seguida, foi adicionado 1
mL de agua Milli-Q e 5 mL de alcool butilico. O material foi homogeneizado no vortex
e centrifugado em 2000g por 10 min. Aliquotas de 200 pL foram extraidas do
sobrenadante organico (fase butanol) e depositadas em microplacas. A quantidade do
complexo MDA-TBA foi determinada pela absorbancia de 535 nm, a 25° C, em leitor
de microplacas tipo ELISA (Thermo Scientific™ Multiskan GO Microplate

Spectrophotometer).

4.9 Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2x2 (2 dietas: controle e B-glucano, x 2 exposi¢des: com ou sem
exposicao ao clorpirifés) em 2 tempos: 15 e 30 dias de experimento, com 4
tratamentos com 3 repeticdes cada. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%, sendo as diferencas entre os
grupos testadas pelo teste post-hoc de Tukey (5%), utilizando o programa estatistico
SAS OnDemand.

A identificacao de valores extremos (outliers) foi realizada por inspegao visual

mediante boxplots e por analise dos residuos studentizados obtidos no modelo linear



40

misto (PROC MIXED, SAS®). Foram considerados outliers potenciais valores com
[rstudent|] > 2 e extremos quando [rstudent] > 3. A exclusdo de observagdes foi
realizada apenas quando identificada causa técnica justificavel, como erro de

mensuragao ou falha experimental.
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4 RESULTADOS
4.1 Superoxido dismutase (SOD)

Figura 4 - Expressao génica relativa da SOD, por gPCR-RT, em figado de tilapias-
do-Nilo em 15 (1) e 30 (ll) dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano,
nao expostas e expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias + 1C95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras maiusculas indicam diferengas entre dietas dentro da mesma condicdo de exposicao, e
letras minusculas indicam diferencas entre exposi¢cdes dentro da mesma dieta.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Foi observada interagao significativa entre dieta e exposigéo sobre a expressao
do gene da SOD aos 15 dias (p = 0,0018). Na dieta controle, a exposi¢gdo promoveu
aumento expressivo da expressao génica (p < 0,05), enquanto na dieta com beta-
glucano nao foram observadas diferencas entre condigdes de exposicao.
Adicionalmente, sob exposi¢do, a controle resultou em maior expressao génica
quando comparada a dieta com beta-glucano, evidenciando modulacdo dependente
da dieta frente ao estressor (Fig.4, I).

Aos 30 dias, foi observada interacao significativa entre dieta e exposi¢géo sobre
a expressao génica da SOD (p = 0,0048). Na dieta controle, a expressao génica foi
significativamente maior nos animais expostos em comparagao aos nao expostos,
enquanto na dieta com beta-glucano ocorreu padrao inverso, com maior expressao
nos grupos nao expostos. Esses resultados demonstram que a resposta transcricional
da SOD foi dependente da combinacido entre condicdo nutricional e exposicdo ao

estressor (Fig.4, Il).
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Figura 5 - Atividade da SOD em figado de tilapias-do-Nilo em 15 (I) e 30 (ll) dias de
tratamento com as dietas controle e Beta-glucano, ndo expostas e expostas ao

clorpirifés.
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Nota: Os valores representam médias = 1C95%. A andlise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p > 0,05)
(). Letras maiusculas indicam diferengas entre dietas dentro da mesma condigdo de exposicao, e letras
minusculas indicam diferencas entre exposi¢cdes dentro da mesma dieta (Il).

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

A analise de variancia indicou efeito significativo apenas da exposigédo sobre a
atividade da SOD (F = 61,73; p < 0,0001), enquanto dieta (controle vs. beta-glucano)
nao apresentou efeito significativo (p = 0,1036), assim como a interagdo dieta x
exposicao (p = 0,6676). Esses resultados demonstram que, neste periodo, a resposta
da SOD foi predominantemente determinada pela presenga ou auséncia do estressor,
independentemente da suplementacgéao dietética (Fig.5, I).

Para 30 dias, novamente observou-se efeito significativo da exposigao (F =
9,27; p = 0,0050), sem efeito de dieta (p = 0,5944) e sem interagao dieta x exposi¢cao
(p = 0,4987). Diferentemente do observado aos 15 dias, os valores médios indicaram

reducao da atividade de SOD nos grupos expostos (Fig.5, Il).
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4.2 Catalase

Figura 6 - Expressao génica relativa da CAT, por g°PCR-RT, em figado de tilapias-do-
Nilo em 15 dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano, ndo expostas
e expostas ao clorpirifés.
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Nota: Nao expostos ao clorpirifés por 4 dias e expostos ao clorpirifés por 4 dias. Os valores representam
médias + 1C95%. A analise estatistica foi realizada por modelo linear misto (PROC MIXED), seguido do
teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Letras diferentes indicam diferencga significativa entre as condigbes
de exposigéo. Nao foi observada interagdo entre dieta e exposigéo.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).
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Aos 15 dias de alimentagao, a atividade da catalase (CAT) foi significativamente
influenciada pela exposi¢éo (p = 0,0025), independentemente da dieta fornecida aos
animais. Nao foram observados efeitos significativos da dieta (p = 0,0802) nem
interagdo entre dieta e exposicado (p = 0,4246). Os grupos expostos apresentaram

maior atividade da CAT em relagao aos grupos nao expostos (Fig.6).
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Figura 7 - Expressao génica relativa da CAT, por g°PCR-RT, em figado de tilapias-do-
Nilo em 30 dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano, ndo expostas
e expostas ao clorpirifés.
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Nota: Os valores representam médias + 1C95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por 4 dias. Letras
mailsculas indicam diferengas entre dietas dentro da mesma condicdo de exposigcdo, e letras
minusculas indicam diferencas entre exposi¢cdes dentro da mesma dieta.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Aanalise da expressao génica da catalase (CAT) aos 30 dias demonstrou efeito
significativo da dieta (p < 0,0001), da exposic¢ao (p < 0,0001) e da interagéo entre os
fatores (p < 0,0001). Observou-se maior expressao no grupo C30e o qual diferiu
significativamente dos demais (p < 0,05). O grupo B30 apresentou o menor nivel de
expressao, sendo estatisticamente inferior a todos os outros grupos. Os grupos C15
e B30e ndo apresentaram diferenga significativa entre si, configurando um padrao
intermediario de expressao génica (Fig.7).

Os resultados indicam que, na auséncia de suplementacdo, a exposicao
induziu fortemente a expressdo da CAT. Entretanto, quando associada a

suplementacéo, a resposta nao foi potencializada de forma proporcional.
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Figura 8 - Atividade da CAT em figado de tilapias-do-Nilo em 15 (1) e 30 (Il) dias de
tratamento com as dietas controle e Beta-glucano, ndo expostas e expostas ao

clorpirifés.
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Nota: Os valores representam médias + IC95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos (p > 0,05) (I). Nao houve efeito
significativo da dieta, da exposi¢cdo nem da interacao dieta x exposi¢céo sobre a atividade da catalase
aos 30 dias (II).

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Como houve interagdo significativa entre os fatores aos 15 dias, as
comparacgoes foram realizadas entre as combinagdes dos tratamentos, e ndo entre os
efeitos principais isoladamente.

Para a atividade da catalase (CAT) aos 15 dias de alimentacéo, foi observado
efeito significativo da dieta (p = 0,0009), da exposigcéao (p < 0,0001) e da interagao
entre os fatores (p = 0,0133). A presenga de interagao indica que o efeito do beta-
glucano depende da condicado de exposicao. Nos peixes ndo expostos, a dieta
suplementada promoveu aumento expressivo da atividade da CAT em relagdo ao
controle. Nos peixes expostos, embora o beta-glucano também tenha causado
elevacao da enzima, os valores permaneceram inferiores aos observados nos grupos
nao expostos (Fig.8, I).

Aos 30 dias, a atividade da catalase (CAT) nao foi significativamente afetada
pela dieta (p = 0,2192), pela exposicdao ao contaminante (p = 0,2964) nem pela
interacdo entre ambos os fatores (p = 0,2817). As médias ajustadas variaram entre
43,19 e 75,22 unidades, entretanto, as diferengas observadas entre os grupos néo
foram estatisticamente significativas. Esses resultados indicam que, no periodo
avaliado, ndo houve modulagcdo da resposta antioxidante enzimatica da CAT em

funcao da suplementacéo dietética ou da exposicao ao agente toxico (Fig.8, Il).
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4.3 Glutationa peroxidase (GPx)

Figura 9 - Expressao génica relativa da GPx, por qPCR-RT, em figado de tilapias-do-
Nilo em 15 (I) e 30 (ll) dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano,
nao expostas e expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias + 1IC95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e€) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras mailsculas indicam diferengas entre dietas dentro da mesma condi¢gao de exposigao, e
letras minusculas indicam diferengas entre exposi¢gdes dentro da mesma dieta.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

A analise da expressao génica da GPx revelou efeito altamente significativo da
dieta, da exposicéo e da interagao entre esses fatores (p < 0,0001). A expresséo foi
fortemente aumentada no grupo alimentado com dieta controle 15 dias e exposto
(C15e), cuja média foi superior a 90, enquanto os demais grupos apresentaram
valores proximos ao basal. Nao foram observadas diferengas entre as dietas na
auséncia de exposicdo, nem entre os grupos alimentados com beta-glucano,
independentemente da exposicdo. Esses resultados indicam que o aumento da
expressao da GPx ocorreu de forma dependente da interacdo entre dieta controle e
exposi¢cao ao contaminante (Fig.9, I).

Aos 30 dias revelou efeito significativo da dieta, da exposicédo e da interagcao
entre esses fatores. A maior expressao foi observada no grupo alimentado com beta-
glucano e nado exposto ao contaminante (B30), cuja média foi significativamente
superior a dos demais grupos. O grupo alimentado com dieta controle e exposto
(C30e) apresentou valores intermediarios, embora nao significativamente diferentes
daqueles observados em C30 e B30e. Essa resposta evidencia que a dieta

suplementada modulou expressivamente a expressao da GPx em condi¢des basais,
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enquanto a exposi¢cao ao contaminante promoveu redugdo da expressao no grupo
tratado (Fig.9, Il).

Figura 10 - Atividade da GPx em figado de tilapias-do-Nilo em 15 dias de tratamento
com as dietas controle e Beta-glucano, ndo expostas e expostas ao clorpirifés.
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Nota: Os valores representam médias + IC95%. As comparacgdes estatisticas foram realizadas por meio
de modelo linear misto (PROC MIXED), seguido do teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Diferentes letras
minusculas indicam diferenca significativa entre as condicbes de exposi¢do. Nao foi observada
interacdo significativa entre dieta e exposicéo.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Aos 15 dias de alimentacdo, a atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi
significativamente influenciada pela exposi¢cdo ao agente estressor (p = 0,0021),
independentemente da dieta fornecida aos animais. Nao foi observado efeito
significativo da dieta (p = 0,5046), nem interagéo entre dieta e exposi¢ao (p = 0,8645).
Os grupos submetidos a exposi¢ao apresentaram reducéo da atividade da GPx em
relagdo aos grupos nao expostos, indicando comprometimento da resposta

antioxidante frente ao estresse oxidativo induzido (Fig.10).
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Figura 11 - Atividade da GPx em figado de tilapias-do-Nilo em 30 dias de tratamento
com as dietas controle e Beta-glucano, ndo expostas e expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias + IC95%. As comparacgdes estatisticas foram realizadas por meio
de modelo linear misto (PROC MIXED), seguido do teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Nao foi
observada interagéo significativa entre os tratamentos.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Aos 30 dias de alimentagao, ndo foram observados efeitos significativos da
dieta (p = 0,2884), da exposigao (p = 0,6746) ou da interagdo entre os fatores (p =
0,0959) sobre a atividade da glutationa peroxidase (GPx). Esses resultados indicam
que, sob as condi¢cdes experimentais avaliadas, a suplementagédo com beta-glucano
nao modulou significativamente a resposta antioxidante mediada por essa enzima

apos 30 dias de alimentagéo (Fig.11).
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4.4 Glutationa S-Transferase (GST)

Figura 12 - Expressao génica relativa da GST, por qPCR-RT, em figado de tilapias-
do-Nilo em 15 (1) e 30 (ll) dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano,

nao expostas e expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias = 1C95%. A anadlise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras maiusculas indicam diferencas entre dietas dentro da mesma condigédo de exposicao, e
letras minusculas indicam diferencas entre exposi¢cdes dentro da mesma dieta.

Fonte: Dados da pesquisa (2025)
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Observou-se efeito significativo da dieta, da exposi¢céo e da interagao entre os
fatores sobre a expressao do gene GST (p < 0,001). O grupo controle exposto
apresentou elevacdo acentuada da expressao génica apdés 15 dias de tratamento,
enquanto os animais alimentados com beta-glucano mantiveram niveis semelhantes
aos controles ndo expostos (Fig.12, 1).

Embora os efeitos isolados de dieta e exposi¢ao nao tenham sido significativos
(p > 0,05), a interagéo entre os fatores foi significativa (p = 0,0154) apds 30 dias de
tratamento. O grupo alimentado com beta-glucano e ndo exposto apresentou maior

expressao do gene GST em comparagao aos demais grupos (Fig.12, Il).
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4.5 Interleucina 10 (IL-10)

Figura 13 - Expressao génica relativa da IL-10, por gPCR-RT, em figado de tilapias-
do-Nilo em 15 (1) e 30 (ll) dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano,
nao expostas e expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias + 1C95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras maiusculas indicam diferencas entre dietas dentro da mesma condigdo de exposigéo, e
letras minusculas indicam diferencas entre exposi¢cdes dentro da mesma dieta.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

A expressao génica da IL-10 aos 15 dias foi significativamente influenciada pela
dieta, pela exposigcao e pela interacdo entre esses fatores. Observou-se acentuado
aumento da expressdo no grupo alimentado com dieta controle e exposto ao
contaminante (C15e), cujo valor foi significativamente superior aos demais grupos.
Dentro da dieta controle, a exposi¢ao induziu aumento significativo da expresséo da
IL-10, enquanto na dieta suplementada ndo houve diferenga entre peixes expostos e
nao expostos. Adicionalmente, na condicdo de exposigao, a dieta controle resultou em
maior expressao da IL-10 em comparagao a dieta contendo beta-glucano (Fig.13, I).

Aos 30 dias de alimentagao, a expressao génica da IL-10 foi significativamente
influenciada apenas pela exposicdo ao contaminante, ndo sendo observado efeito da
dieta nem interacdo entre os fatores. Em ambas as dietas, os peixes expostos
apresentaram niveis significativamente maiores de expressdo de IL-10 quando
comparados aos nao expostos. A suplementacdo com beta-glucano nao alterou
significativamente essa resposta, indicando que o efeito observado foi

predominantemente decorrente da exposi¢cao ao estressor (Fig.13, Il)
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4.6 Fator de necrose tumoral (TNF)

Figura 14 - Expressao génica relativa da TNF, por gPCR-RT, em figado de tilapias-
do-Nilo em 15 (1) e 30 (ll) dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano,
nao expostas e expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias + 1IC95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras maiusculas indicam diferencas entre dietas dentro da mesma condi¢cao de exposicao, e
letras minusculas indicam diferengas entre exposi¢gdes dentro da mesma dieta.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Apds 15 dias de alimentagao, verificou-se efeito significativo da dieta, da
exposicao e da interacao entre os fatores sobre a expresséo do gene TNF (p <0,001).
Animais alimentados com dieta controle e submetidos a exposi¢cao apresentaram
aumento expressivo na transcricdo de TNF, em comparagdo a todos os demais
grupos. Em contrapartida, os peixes suplementados com beta-glucano nao
apresentaram aumento significativo da expressao génica apos a exposigao, mantendo
niveis semelhantes aos grupos nao expostos, independentemente da dieta (Fig.14, I).

Apo6s 30 dias, observou-se elevagcédo acentuada da expressao génica de TNF
no grupo controle exposto, significativamente superior aos demais tratamentos.
Embora os animais suplementados com beta-glucano e expostos tenham apresentado
aumento da transcricdo, este foi significativamente menor em relagcdo ao grupo
controle exposto. Nos grupos nao expostos, nao houve diferenga significativa entre as
dietas (Fig.14, 1l)
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4.7 Citocromo P450 (CYP)

Figura 15 - Expressao génica relativa da CYP, por qPCR-RT, em figado de tilapias-
do-Nilo em 15 (1) e 30 (ll) dias de tratamento com as dietas controle e Beta-glucano,
nao expostas e expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias + 1C95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras maiusculas indicam diferencas entre dietas dentro da mesma condi¢cao de exposicao, e
letras minusculas indicam diferengas entre exposi¢gdes dentro da mesma dieta.
Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Apos 15 dias de alimentagédo, verificou-se efeito significativo da dieta, da
exposicao e dainteragao entre os fatores sobre a expressao do gene CYP (p <0,001).
Animais alimentados com dieta controle e submetidos a exposi¢ao apresentaram
aumento expressivo na transcricdo de CYP, em comparacdo a todos os demais
grupos. Em contrapartida, os peixes suplementados com beta-glucano nao
apresentaram aumento significativo da expressao génica apos a exposigao, mantendo
niveis semelhantes aos grupos nao expostos, independentemente da dieta (Fig.15, I).

Apo6s 30 dias, verificou-se efeito significativo da exposigéo na expressao génica
de CYP, sendo os animais expostos caracterizados por maior transcricdo em
comparagdo aos nao expostos (p = 0,0035). Nao foram observados efeitos

significativos da dieta nem da interacao entre os fatores (Fig.15, Il).
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4.8 HSP70

Figura 16 - Expressao génica relativa da HSP70, por g°PCR-RT, em figado de
tilapias-do-Nilo em 15 (I) e 30 (ll) dias de tratamento com as dietas controle e Beta-
glucano, ndo expostas e expostas ao clorpirifés.
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Nota: Os valores representam médias + 1C95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B) por 15 dias ou 30 dias, e expostas (e) ou ndo ao contaminante por
4 dias. Letras maiusculas indicam diferencas entre dietas dentro da mesma condi¢gao de exposicao, e
letras minusculas indicam diferencas entre exposi¢cdes dentro da mesma dieta.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Apos 15 dias de alimentagéo, ndo foram observadas diferengas significativas
na expressao do gene HSP70 em funcgéo da dieta, da exposi¢céo ou da interagao entre
os fatores (p > 0,05), indicando auséncia de modulagédo transcricional detectavel
nesse periodo (Fig.16, I).

Aos 30 dias, observou-se efeito significativo da dieta, da exposicdo e da
interagdo entre os fatores (p < 0,05). A expresséo de HSP70 foi significativamente
maior no grupo controle exposto, enquanto os animais suplementados com beta-

glucano apresentaram menor expressao génica sob exposicao (Fig.16, Il).
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4.9 Lipoperoxidagao - MDA

Figura 17 - Concentracdo de MDA em figado de tilapias suplementadas com e sem
B-glucano por 15 dias, expostas e nao expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias = 1C95%. A anadlise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B). Letras distintas indicam diferencas entre dietas.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Aos 15 dias de experimento, observou-se efeito significativo da dieta sobre os
niveis de lipoperoxidagdo hepatica (p = 0,0185), enquanto o fator exposi¢cdo ao
clorpirifés ndo apresentou efeito estatistico relevante (p = 0,5987). A interacéo entre
dieta e exposicédo néo foi significativa (p = 0,1629), indicando que o comportamento
da lipoperoxidacao nao dependeu da combinacéo entre os fatores.

As médias ajustadas (LSMeans) confirmaram esse padrdo: 0s grupos
submetidos a dieta com beta-glucano apresentaram valores superiores de MDA (B15
= 2,78; B15e = 2,47) em relacdo aos grupos sob a dieta Controle (C15 = 1,43; C15e
= 2,10), evidenciando maior peroxidagao lipidica associada a dieta beta-glucano,
independentemente da exposi¢do. A auséncia de efeito da exposicao indica que,
nesse intervalo experimental, o estresse oxidativo aferido pelo MDA foi determinado

predominantemente pela composi¢ao da dieta, e nao pelo desafio aplicado (Fig.17).
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Figura 18. Concentragdo de MDA em figado de tilapias suplementadas com e sem
B-glucano por 30 dias, expostas e ndo expostas ao clorpirifos.
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Nota: Os valores representam médias + 1IC95%. A analise estatistica foi conduzida por modelo linear
misto (PROC MIXED), seguida pelo teste de Tukey—Kramer (p < 0,05). Dieta controle (C) ou
suplementada com beta-glucano (B. Letras distintas indicam diferengas entre dietas.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Aos 30 dias de alimentagcdo experimental, observou-se efeito altamente
significativo do fator exposi¢cdo ao clorpirifés sobre os niveis de lipoperoxidagao
hepatica (p <0,0001). As médias ajustadas (LSMeans) indicaram que os animais nao
expostos apresentaram niveis significativamente mais elevados de MDA em
comparagao aos animais expostos, tanto nos grupos alimentados com dieta controle
quanto naqueles suplementados com beta-glucano (LSMeans ndo expostos = 5,86;
expostos = 3,57). Nao foi detectado efeito significativo do fator dieta (p = 0,3450) nem

da interacdo dieta x exposicao (p = 0,3430) (Fig.18).
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5 DISCUSSAO

O clorpirifés € amplamente descrito como indutor de estresse oxidativo em
organismos aquaticos, promovendo desequilibrio na homeostase redox por meio da
geracao excessiva de espécies reativas de oxigénio e comprometimento das defesas
antioxidantes (Ali et al., 2020; Santana et al., 2022; Sule; Condon; Gomes, 2022).

A atividade enzimatica observada demonstra um desequilibrio entre as etapas
do sistema antioxidante hepatico. Houve aumento significativo da SOD em C15e,
B15e, C30 e B30; contudo, as enzimas CAT e GPx ndo acompanharam essa
elevagdo, permanecendo estaveis ou com aumentos discretos. Esse padréo
caracteriza um cenario de acumulo de perdxido de hidrogénio, uma vez que a
desproporgao entre a dismutacao do radical superéxido e sua conversiao subsequente
em agua intensifica o estresse oxidativo.

Consequentemente, os grupos B15e, C30 e B30 apresentaram aumento
concomitante da SOD e da LPO, indicando incapacidade dos mecanismos
antioxidantes de segunda etapa em neutralizar os peréxidos formados.

A elevagao da peroxidacgao lipidica aos 30 dias de experimento nos grupos nao
expostos pode ter sido causada por fatores como inducéo adaptativa pelo clorpirifos
nos grupos expostos, efeito temporal/operacional independente da dieta e erros
metodoldgicos (Oriji et al., 2025). A literatura demonstra que exposi¢des a xenobioticos
ocasionam acumulo de ERO e redugdo da capacidade antioxidante enddgena,
tornando a célula vulneravel ao dano oxidativo (Ghosh et al., 2025; Oruc, 2012), mas
no caso analisado nao havia estressor.

Curiosamente, aos 15 dias, observou-se maior concentracdo de MDA nos
grupos suplementados com B-glucano, independentemente da exposi¢ao, sugerindo
possivel resposta metabdlica inicial ao aditivo. Estudos recentes indicam que o [3-
glucano pode atuar como estimulador metabdlico hepatico nas fases iniciais de
suplementacgéao, elevando temporariamente o consumo de oxigénio e a produgao
secundaria de espécies reativas (Fath El-Bab et al., 2022; Petit et al., 2022).

Os resultados demonstraram que, embora houvesse aumento na expressao
génica da SOD, CAT e GPx nos grupos expostos, especialmente aos 15 dias, as
atividades enzimaticas ndo acompanharam essa elevacao, sobretudo apés 30 dias.

Esse descompasso entre expressao e atividade indica que o aumento transcricional
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nao foi suficiente para evitar o estresse oxidativo caracteristico de estressores
quimicos (Santana et al., 2022).

A reducao da atividade da SOD, observada nos grupos expostos aos 30 dias,
sugere esgotamento da capacidade antioxidante frente a exposi¢ao, comportamento
compativel com estudos recentes em tilapias submetidas a contaminagdo ambiental
(Ghosh et al., 2025). De modo semelhante, a atividade da GPx nos grupos néo
expostos aos 15 dias, indicando consumo acelerado da glutationa reduzida, o que
compromete a neutralizagdo de peroxidos lipidicos (Matos, 2022; Pérez-Jiménez et
al., 2009).

A dissociacao entre transcricdo e atividade enzimatica, frequentemente
relatada em organismos expostos a praguicidas, indica que a modulag&o antioxidante
foi insuficiente para prevenir o dano oxidativo, resultando nos padrdes elevados de
LPO observados. Mas, nao € possivel afirmar que foi ineficacia do B-glucano, uma
vez que fatores fisioldégicos dos animais e até mesmo possiveis erros nas analises
possam ter contribuido para o resultado.

A suplementagédo com B-glucano apresentou efeito protetor mais evidente nas
vias imunoldgicas e de biotransformacgao do que na reducao direta da peroxidacao
lipidica. Observou-se reducgao significativa da expressdo de TNF e estabilizagdo da
IL-10 nos grupos suplementados, indicando contencdo do processo inflamatério
induzido pelo toxico.

O TNF é uma citocina central na resposta inflamatéria e sua elevacéao esta
associada a dano celular, apoptose e necrose hepatica (LI et al., 2021). A atenuagéo
da expressao desse gene nos animais tratados com B-glucano é consistente com sua
acédo anti-inflamatoria descrita na literatura (Dalmo; Bggwald, 2008; Zhong et al.,
2023).

A IL-10 atua na modulagdo negativa da inflamagdo e na promogao da
homeostase imune. Sua elevagao nos grupos controle expostos reflete tentativa do
organismo de regular o processo inflamatorio instaurado. Entretanto, nos animais
suplementados, observou-se resposta mais equilibrada, sugerindo maior eficacia do
sistema regulatério (Wu et al., 2021).

Estudos recentes demonstram que o B-glucano regula a resposta imune por
meio da ativacdo de receptores como TLR, Dectin-1 e CR3, ativando vias

intracelulares como MYD88 e NF-kB, culminando na modulagdo da expressao de
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citocinas pré e anti-inflamatorias (De Assis Beneti et al., 2023; Fierro-Castro et al.,
2024).

O citocromo P450 é fundamental na bioativagéo de praguicidas, convertendo o
clorpirifés em metabdlitos mais toxicos (Katagi, 2020). A expressao do gene CYP nos
grupos controle expostos aos 15 e 30 dias de tratamento confirmou ativagdo do
sistema microssomal hepatico em resposta ao clorpirifés, o que também foi observado
em B30e. Para entender este comportamento € necessario realizar outras analises
como avaliagcdo de metabdlitos do clorpirifés e a mensuracdo da deplecdo de
cofatores essenciais para GPx.

A auséncia de aumento expressivo da expressdao do CYP nos grupos
suplementados (B15, B15e e B30) indica possivel contengao da bioativagao do toxico,
reduzindo sua toxicidade sistémica. Paralelamente, o comportamento da GST sugere
manuten¢ao da capacidade de conjugacgao e eliminagao, fortalecendo os mecanismos
de detoxificagdo (Gongalves et al., 2009; Santana et al., 2022).

Esse perfil demonstra que o pB-glucano atua nao apenas como
imunomodulador, mas também como agente funcional que estabiliza o0 metabolismo
hepatico frente a xenobidticos.

A elevacgao da expressao de HSP70 nos grupos controle expostos aos 30 dias
reflete acumulo de proteinas desnaturadas e ativagcdo de mecanismos de
sobrevivéncia celular. Essa proteina é considerada biomarcador precoce de estresse
quimico e proteotdxico (Varo, R. Serrano, E. Pitarc, 2002).

A reducgdo da expressao de HSP70 nos grupos suplementados indica menor
grau de estresse celular, sugerindo protegao estrutural conferida pelo B-glucano,
resultado compativel com estudos recentes em peixes submetidos a estressores
ambientais (Fierro-Castro et al., 2024).

A suplementagcdo com B-glucano demonstrou exercer efeito modulador
principalmente sobre os parametros imunolégicos e de biotransformagéao, reduzindo a
ativagao de vias inflamatérias e atenuando a expressao de genes relacionados a
bioativacao do toxico. Esses achados indicam, que para este estudo, o composto atua
de forma mais pronunciada como imunomodulador e regulador metabdlico do que
como agente antioxidante, visto que os efeitos sobre a peroxidacao lipidica foram

limitados frente a intensidade da agressao quimica imposta.
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Dessa forma, os resultados obtidos reforcam o potencial do 3-glucano como
aditivo funcional promissor na aquicultura, especialmente em cenarios caracterizados
por risco de contaminagdo ambiental. No entanto, evidenciam também que sua
eficacia é parcial e dependente do contexto fisiolégico, sugerindo que estratégias
combinadas de manejo nutricional e monitoramento ambiental sdo essenciais para
mitigar os efeitos deletérios de contaminantes quimicos em sistemas de producgao

aquicola.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicam que o clorpirifés provoca desequilibrio redox, ativacao
inflamatodria e alteragdes metabdlicas em tilapias-do-Nilo, evidenciando seu alto
potencial téxico. A elevacdo da lipoperoxidagdo e as mudangas na expressao de
genes antioxidantes e imunolégicos confirmam dano oxidativo. A suplementagao com
B-glucano modulou principalmente parametros imunologicos e de biotransformacéo,
reduzindo vias inflamatérias. Esses efeitos variaram conforme o tempo e os
biomarcadores avaliados, mostrando que a resposta depende do contexto fisiologico.
Assim, o B-glucano apresenta potencial como aditivo funcional, porém com eficacia
parcial, reforcando a necessidade de integrar manejo nutricional e monitoramento

ambiental na aquicultura.
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