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“Por vezes sentimos que aqui[o que fazemos nao é
senao uma gota de égua no mar.

Mas o mar seria menor se lhe fal’casse uma gota”.

Madre Teresa de Calcuta
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RESUMO

Muitas situacdes inerentes da piscicultura intensiva desencadeiam resposta de
estresse nos animais, podendo causar perdas na produtividade. Manejos como a
perseguicdo e o transporte e alteragfes na qualidade de agua como baixos niveis
de oxigénio dissolvido (OD) e mudancas na temperatura sdo exemplos de
condicbes estressantes para o0s peixes. O conhecimento do impacto dessas
condicBes na fisiologia dos peixes é importante para antever respostas e melhorar
a saude e bem-estar dos peixes, evitando, em consequéncia, perdas na producao.
O uso de imunoestimulantes, como o B-glucano, na aquicultura, € uma alternativa
para minimizar os efeitos negativos do estresse, incluindo prejuizos no sistema
imune. Além disso, tanto as respostas metabdlicas do estresse quanto as respostas
do sistema imune séo energeticamente caras e podem ter efeito no sistema de
producdo de energia e balanco redox intracelular. Neste contexto, esta tese €
composta por trés experimentos que objetivaram avaliar o efeito de situacfes
estressantes na resposta de estresse, metabdlica, imune e antioxidante de peixes
imunoestimulados ou ndo com (-glucano. No primeiro experimento, juvenis de
pacu, alimentados com B-glucano, foram submetidos a estresse cronico
(perseguicao) ou/e agudo (transporte), e inoculagdo com Aeromonas hydrophila
inativada pelo calor. No segundo experimento, que originou dois capitulos desta
tese, salmBes foram mantidos por seis semanas em hipoxia (40% OD) e
posteriormente foram inoculados com Aeromonas salmonicida inativada com
formalina. No terceiro experimento, pacus foram alimentados com [(-glucano e
passaram por um desafio térmico, com queda severa na temperatura da 4gua antes
da inoculacao com lipopolissacarideo (LPS). Todos os estressores utilizados neste
estudo desencadearam uma resposta de estresse nos peixes, prejudicando a
resposta imune, antioxidante e metabdlica. Enquanto os estressores agudos
(transporte e estresse térmico) provocaram aumento na concentragdo plasmatica
de cortisol e/ou glicose, os estressores crénicos (perseguicdo e hipdxia) fadigaram
a responsividade do eixo HPI. A imunoestimulacéo, seja por LPS ou por bactéria
potencializou os efeitos negativos dos estressores, especialmente na resposta

antioxidante. O B-glucano apresentou efeito protetor, diminuindo picos na
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concentracdo plasmatica de cortisol e evitando a redu¢do na atividade do sistema

antioxidante.

PALAVRAS-CHAVE:

Estresse cronico, estresse agudo, pacu, salmao, inoculacao.
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ABSTRACT

Many inherent situations in intensive fish farming trigger stress response on
animals, which can cause productivity losses. Chase, transport and changes in
water quality, as low dissolved oxygen (DO) levels and alterations in water
temperature are examples of stressful conditions for fish. Understanding the impact
of stressful situations on fish physiology is important to predict responses and
improving fish health and well-being, preventing production losses. The use of
immunostimulants, as B-glucan, in aquaculture, is an alternative to minimize the
negative impacts of stress, including those in immune system. In addition, both
metabolic and immune system responses are of high energy cost, and can affect
the cellular system of energy production and the intracellular redox balance. In this
context, this thesis is composed of three experiments that aimed to evaluate the
effects of stressful situations on the stress, immune, metabolic and antioxidant
response of non-immunestimulated or glucan-immunestimulated fish. In the first
experiment, pacu juveniles fed with B-glucan were subjected to chronic (chase)
or/and acute (transport) stress and heat-killed Aeromonas hydrophila. In the second
experiment, present in two chapters of this thesis, salmon were kept in hypoxia (40%
DO) for six weeks before injection with formalin-killed Aeromonas salmonicida. In
the third experiment, pacu fed with B-glucan were thermal challenged, with severe
reduction in water temperature prior lipopolysaccharide (LPS) inoculation. All
stressors applied in this study triggered a stress response in fish, impairing the
immune, antioxidant and metabolic responses. While acute stressors (transport and
thermal challenge) increased plasma cortisol and/or glucose concentration, chronic
stressors (chase and hypoxia) reduced the responsiveness of HPI axis.
Immunostimulation, either by LPS or bacteria, potentiated the negative effects of
stressors, especially in the antioxidant response. The glucan showed a protective
effect, reducing peaks in plasma cortisol concentrations and avoiding a decrease in

antioxidant system activity.

KEY-WORDS:

Chronic stress, acute stress, pacu, salmon, inoculation.
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CAPITULO 1

Introducao Geral
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1. Panorama da Aquicultura

A aquicultura é uma pratica de producdo conhecida desde os tempos remotos e
€ considerada, ultimamente, a Unica alternativa para aumentar o suprimento de
pescado para consumo (Jensen et al., 2014), atendendo a crescente demanda por
alimentos de alto valor nutricional (Siqueira, 2017; FAO, 2018). Este sistema de
criacao utiliza-se da intervencdo humana para o aumento da producéo (Oliveira,
2009) e como consequéncia, tem sido 0 setor que mais cresce no mundo (Jensen
et al., 2014).

A estimativa de crescimento mundial do setor até 2030 é de 46,3% (Siqueira,
2017; FAO, 2018) e a expansdo deve ocorrer principalmente nos paises em
desenvolvimento (FAO, 2018). Dentre eles, o Brasil se destaca por possuir grande
diversidade de peixes com potencial para aquicultura (Nakatani et al., 2001), clima
favoravel, uma extensa costa oceanica e cerca de 5,5 milhées de hectares de agua
doce, dos quais sao explorados menos de 1% (Bueno et al., 2017). Desta forma, o
Brasil € um pais promissor, com grande capacidade para contribuir para a

manutencado e aumento da producao aquicola mundial.

Esta pressao para a expansdo da aquicultura leva a intensificacdo dos sistemas
produtivos, caracterizados pelo adensamento populacional (Val et al.,, 2004),
exposicdo a alteracBes na qualidade da agua (Jorgensen et al., 2002; Costa et al.,
2004) e alta frequéncia de manejos (Urbinati et al., 2004). Paradoxalmente, estas
caracteristicas do sistema intensivo geram uma situacéo estressante para o animal
e podem resultar em reducédo na producdo devido ao aumento da mortalidade
(Urbinati e Carneiro, 2004).

7

Deste modo, € necessaria a geracdo de conhecimento em prol de uma
aguicultura sustentavel, que preze pela salde e bem-estar do animal e que seja

competitiva no mercado.

2. Agentes estressores na aquicultura

No ambiente de criacdo intensiva, 0s animais sdo impostos a situagdes
diferentes do ambiente natural (Urbinati e Carneiro, 2004), consideradas agentes

estressores quando estimulam os animais a desenvolverem mecanismos
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fisiologicos adaptativos e que tém sido as principais causas de perdas na produgao
(Oba et al., 2009)

Manejos, como perseguicao e captura e transporte, sdo procedimentos inerentes
a producdo aquicola e, embora possam ser de curta duracdo, sdo capazes de
causar alteracdo na condicdo fisiologica e, inclusive, injurias fisicas no peixe
(Urbinati e Carneiro, 2004; Oba et al., 2009). Além disso, o ambiente aquatico é
extremamente dindmico e as mudancas subitas e severas na qualidade da agua,
como alteracBes na concentracdo de oxigénio dissolvido ou temperatura, podem
gerar estresse e reduzir a capacidade de manutencdo da homeostase (Oba et al.,
2009).

2.1. Perseguicao

A perseguicdo aos peixes é um procedimento comum no cultivo durante a
captura. Quando sdo submetidos a perseguicdo, os peixes tendem a fuga,
realizando intenso exercicio fisico, com possivel abrasdo de seu corpo contra a
rede ou puca, outros peixes e/ou limites do tanque (Urbinati e Carneiro, 2004; Inoue
et al., 2008)

Durante o exercicio fisico acentuado, o animal pode exceder sua capacidade
aerObica de producdo de energia, recorrendo a sintese anaerdbica, com
consequente producéo de lactato, que pode ser identificado na corrente sanguinea,
juntamente com elevadas concentragdes de cortisol (Barnett e Pankhurst, 1998).
Bandeen e Leatherland (1997) observaram aumento na concentragao de cortisol
de Catostomus commersonii por até 3 horas apOs perseguicdo por 5 minutos,
sendo os picos do horménio evidenciados 15 minutos apds o estresse. A abrasao
mecanica também é considerada uma precursora de respostas de estresse (Ross
e Ross, 1999; Chopin et al., 1996), causando escoria¢cOes e perda de escamas e
muco, além de elevacdes plasmaticas de cortisol (Urbinati e Carneiro, 2004). O
muco dos peixes € uma importante barreira fisica e quimica de protecdo contra
agentes invasores (Urbinati e Carneiro, 2004; Ellis, 1999), pois possui proteinas,
como a lisozima, que age contra microrganismos (Palaksha et al., 2008; Urbinati et
al., 2014). Portanto, o desequilibrio na quantidade de muco deixa os peixes

susceptiveis a doencas e favorece a disseminacao de patdgenos.
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2.2. Transporte

O crescimento da aquicultura traz consigo o aumento no transporte de peixes
Vivos, considerada uma das praticas mais delicadas do sistema de cultivo. O tempo
de transporte é muito variado, devido principalmente a distancia do destino,
condi¢cbes do veiculo e do trajeto (Diniz e Honorato, 2012; Urbinati et al., 2004;
Fagundes e Urbinati, 2008), porém de maneira geral, envolve etapas como captura,
manuseio, adensamento, alteracdo na qualidade da agua, o transporte
propriamente dito e a soltura, as quais podem induzir respostas de estresse nos
animais (Wendelaar Bonga, 2011) e, eventualmente, causar mortalidade (Urbinati
et al., 2004; Fagundes e Urbinati, 2008).

O transporte tem efeito agudo e desenvolve respostas primarias e secundarias
caracteristicas do estresse, incluindo alteragbes hormonais, metabdlicas,
hematoldgicas, de desequilibrio hidroeletrolitico e de suscetibilidade a
infestacdo de parasitas (Urbinati e Carneiro, 2004). O aumento da concentracao
de cortisol sanguineo ap6s o transporte foi observado em matrinxd (Brycon
cephalus) (Carneiro e Urbinati, 2001; Urbinati et al., 2004), tambaqui (Colossoma
macropomum) (Gomes et al., 2003) e pacu (Piaractus mesopotamicus) (Takahashi
et al., 2006). Em juvenis de jundia (Rhamdia quelen), as respostas causadas pelo
transporte por quatro horas em diferentes densidades, incluiram aumento nos
niveis plasméaticos de cortisol, sendo estes valores mais expressivos em maiores
densidades (Carneiro et al., 2009). Como uma resposta secundaria de estresse de
transporte, concentracfes de glicose plasmatica aumentam, para suprir a maior
demanda energética (Mommsen et al., 1999). Matrinxads (Brycon cephalus) adultos,
apos transporte, apresentaram altas concentracdes de cortisol, glicose e ambnia
plasmética, porém estes valores ndo foram tao altos quando houve adicdo de sal
na agua do manejo (Carneiro e Urbinati, 2001). Brandao et al. (2006) encontraram
altas concentracfes de cortisol e glicose plasmatica em pirarucu (Arapaima gigas)
apos manejo de transporte. E Urbinati et al. (2004) relataram aumento nas
concentracdes de glicose e cortisol plasmaticos durante o manejo de transporte em

matrinxa (Brycon cephalus) juvenil.
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2.3. Hipoxia

Agentes estressores de natureza quimica, como variagdo na concentracao de
oxigénio dissolvido na agua, por exemplo, podem ocorrer naturalmente ou por
intervencdo humana. Em cenarios de alta densidade de estocagem, a demanda por
oxigénio aumenta e o alto consumo deste gas favorece a instalagdo de uma
situacdo de hipoxia. (Oba et al., 2009, Urbinati e Carneiro, 2004). Nos periodos
mais quentes do ano, ou em locais com altas temperaturas, a hipoxia se instala
com mais frequéncia no ambiente de criacdo, devido a baixa saturacao do oxigénio
em aguas com temperaturas elevadas (Boyd, 1982). Além disso, durante a noite,
quando nao ha producédo de oxigénio pelas algas e macrofitas do tanque, e todos
0s seres estdo realizando respiracdo, a quantidade de oxigénio dissolvido diminui
(Oba et al., 2009).

Para a maioria dos peixes, a recomendacédo é que a concentracdo de oxigénio
dissolvido esteja acima de 4 mg L (Boyd, 1982; Oba et al., 2009) e a exposic¢édo a
concentracdes inferiores a esta podem alterar os sistemas fisiolégicos dos animais.
Matrinxd (Brycon amazonicus) exposto por 12 horas a hipéxia aumentou sua
concentracdo plasmatica de cortisol, glicose e lactato (Ferreira et al., 2010), o que
também foi observado em bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) exposto a hipoxia
progressiva (Herbert e Steffensen, 2005). Apés um dia de exposicao a hipoxia, os
niveis de cortisol e lactato plasmaticos aumentaram em salméao do Atlantico (Salmo
salar) (Remen et al., 2012), enquanto em tilapia (Oreochromis niloticus) os niveis
de cortisol aumentaram e houve diminuicdo na resisténcia a Streptococcus

agalactiae (Evans et al., 2003).

Além dos efeitos prejudiciais diretos da hipdxia, o peixe, quando exposto a baixa
guantidade de oxigénio dissolvido, aumenta a velocidade do batimento opercular
(Oba et al., 2009), na tentativa de compensar a tomada de oxigénio. O aumento do
batimento opercular eleva o nivel toxico de outros possiveis elementos presentes
na agua (Oba et al.,, 2009), devido ao aumento a exposicdo, ja que 0S peixes
captam o oxigénio dissolvido na agua através de trocas gasosas ocorridas no
epitélio branquial, onde ha intensa aproximagcdo entre o sangue e a agua
(Wedemeyer, 1996).
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2.4. Temperatura da agua

O sucesso da piscicultura estd intimamente relacionado com as condi¢cdes
fisicas da agua onde ela € instalada (Urbinati e Carneiro, 2004). Dentre 0s principais
parametros a serem monitorados na agua de producao esta a temperatura. Peixes
sdo animais ectotérmicos e, portanto, variam a velocidade dos processos
metabdlicos e fisiolégicos em fungcdo da temperatura da agua (Urbinati e Carneiro,
2004), sendo mais ativos quando a temperatura se encontra dentro dos limites de

tolerancia da espécie (Lucas e Baras, 2011).

Além das mudancas sazonais na temperatura da agua, devido ao aquecimento
global, a temperatura da superficie terrestre tem aumentado no ultimo século
(Houghton et al., 2001) e as ultimas trés décadas registraram as temperaturas mais
guentes ja observada nos ambientes aquaticos desde os finais dos anos 1800
(Houghton et al., 2001, NOAA, 2020). Diminui¢des repentinas na temperatura da
agua podem ocorrer tanto devido a fatores naturais, como as tempestades, como
antropogénicas, por exemplo pela liberacdo de efluentes térmicos em corpos de
agua (Donaldson et al., 2008). Alteracbes na temperatura da agua pode ter
consequéncias nos processos fisiologicos afetando, por exemplo, a imunidade
(Prétner, 2002; Alborali, 2006), com impactos negativos na producéo.

Neste contexto, pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de elucidar os
efeitos de mudancas na temperatura sobre a fisiologia dos peixes em diferentes
habitats e seu impacto na piscicultura. Tilapia (O. niloticus) mantida no frio por 7
dias apresentou diminuicdo na quantidade de linfocitos e aumento na quantidade
de neutrdfilos (Junior et al., 2010) apds 42 dias, o estimulo pelo frio determinou
diminuicdo de leucécitos e linfocitos e aumento de mondcitos e neutréfilos
circulantes (Falcon et al., 2008). Em bagre do canal (Ictalurus puncatus), a
diminuicdo da temperatura da agua esta associada a supresséo de atividade dos
linfcitos e aumento da mortalidade (Bly e Clem, 1991). Um estudo com kingfish do
rabo amarelo (Seriola lalandi) mostrou que a temperatura ideal para o crescimento
deste peixe € maior que a temperatura usada na criacdo de tanques-rede no sul da
Australia e Nova Zelandia, indicando a importancia de estudos como este para a
otimizacdo da aquicultura (Abbink et al., 2012). Além disso, um interessante estudo
com cinco espécies estuarinas (Diplodus vulgaris, Diplodus sargus, Dicentrarchus

labrax, Gobius niger e Liza ramada) mostrou que biomarcadores de estresse
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oxidativo, como peroxidagcdo lipidica e atividade das enzimas antioxidantes
catalase e glutationa-S-transferase, sdo extremamente sensiveis a mudangas na

temperatura (Madeira et al., 2013).

3. Estresse em peixes

Existem diversas formas de se definir o estresse, porém, em esséncia, pode-se
descrevé-lo como um conjunto de respostas de um organismo diante de estimulos
extrinsecos ou intrinsecos que alterem seu equilibrio fisiologico, chamado
homeostase (Jobling, 1994; Urbinati e Carneiro, 2004; Urbinati et al., 2014; Urbinati
et al., 2015). Assim, esse conjunto de respostas é uma reacdo adaptativa, que
prepara o animal para se defender e sobreviver as adversidades desta nova
condicao (Jobling, 1994; Wendelaar Bonga, 1997).

Em 1936, Selye introduziu o conceito da Sindrome de Adaptacao Geral (SAG),
segundo o qual a resposta de estresse apresenta trés diferentes estagios: a
resposta primaria ou reacdo de alarme, a resposta secundaria ou estado de
resisténcia e a resposta terciaria ou exaustao (Urbinati et al., 2014). As etapas da
resposta de estresse encontram-se sintetizadas na imagem baixo (Fig.1),
compreendendo desde a percepc¢do do estimulo estressor até as respostas
secundarias e terciarias desencadeadas pela liberagcdo das catecolaminas e do

cortisol.
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Fig. 1. Esquema das respostas primaria, secundaria e terciaria do estresse em peixes. Adaptado de
Barton e lwama, 1991.

As respostas de estresse indicam o grau de alteracao provocado pelo estimulo
estressor e dependem da intensidade e duragdo deste estimulo (Wendelaar Bonga,
1997; Mommsen et al., 1999; Tort, 2011). A resposta primaria de estresse nos
peixes se inicia com o reconhecimento do agente estressor (Urbinati et al., 2014) e
ocorre de forma a compensar o disturbio (Oba et al., 2009). A resposta secundaria
envolve mecanismos de ajustes na tentativa de retorno a homeostase e, na
resposta terciaria, esses mecanismos perdem a capacidade adaptativa, e 0s
sistemas biolégicos se exaurem, podendo levar a uma condi¢cdo patologica ou a
morte. As respostas primarias e secundarias de estresse sdo decorrentes de
estresse agudo, de curta duracdo, enquanto as terciarias se apresentam em

decorréncia de estresse cronico, de longa duragao (Urbinati et al., 2014).

3.1. Resposta ao estresse agudo
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Diante de um agente estressor de curta duragcéo, o peixe possui a capacidade
natural de responder adaptativamente, e a homeostase pode ser reestabelecida
sem consequéncias graves para 0 seu organismo (Mommsen et al., 1999; Barton
et al., 2002; Wendelaar Bonga, 1997).

A resposta primaria de estresse em peixes tem inicio segundos apés a deteccao
de um fator estressor e € caracterizada por um complexo mecanismo neuro-
endocrino de alarme, o qual envolve dois eixos distintos: 0 eixo sistema nervoso
simpatico-células cromafins e o eixo hipotalamo-hipofise-interrenal (Wendelaar
Bonga, 1997). No primeiro, a ativagao de nervos do sistema nervoso autbnomo
simpatico estimula as células cromafins, presentes na porgéo cefalica do rim, a
produzir as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina — em menor
guantidade) (Barton e lwama, 1991; Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga, 2011,
Urbinati et al., 2014). O eixo hipotadlamo-hipéfise-interrenal é ativado em uma
cascata de reacdes. Seguindo a ativacdo desta via, 0 sistema nervoso central
estimula o hipotalamo a liberar o hormonio liberador de corticotrofina (CRH), o qual
age na hipofise promovendo a producéo e liberacdo de corticotropina (ACTH) por
células localizadas na por¢do anterior da glandula. Por fim, o ACTH liberado na
corrente sanguinea age nas células interrenais presentes na por¢ao cefalica do rim,
estimulando a producéo e liberacéo de glicocorticoides, especialmente o horménio
cortisol (Barton e lwama, 1991; Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga, 2011; Urbinati
et al., 2014). Durante a ativacdo da resposta de estresse, 0 hipotdlamo age como
um centro integrador do sistema nervoso central, comunicando-se com varios
outros centros nervosos para iniciar a cascata de efeitos que culmina no

acionamento das respostas fisioldgicas de estresse (Urbinati e Carneiro, 2004).

A secrecdo de catecolaminas e cortisol leva a alteracdes fisiologicas,
metabdlicas, osmorregulatérias e imunoldgicas, que caracterizam a resposta
secundaria de estresse. Estas alteracdes visam mobilizar e garantir a producéo e
distribuicdo de energia aos tecidos e Orgdos responsaveis por funcdes
consideradas prioritarias, de acordo com a demanda da nova condi¢éo biologica do
animal (Urbinati e Carneiro, 2004; Urbinati et al., 2014).

As catecolaminas sdo responsaveis pela regulacdo das funcoes
cardiorrespiratérias, como aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade branquial,
e aumento do numero de eritrécitos, devido a contracdo esplénica (McDonald e
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Milligan, 1992, Urbinati et al., 2014). Estas ac¢les facilitam a oxigenacdo dos

tecidos, assegurando a producao de energia pelas células.

Além do oxigénio, as células também sdo abastecidas com glicose durante a
condicdo de estresse. A glicose, que € o principal carboidrato de reserva e
representa a fonte primaria de energia para o peixe, € mobilizada dos locais de
armazenamento, como figado, e é liberada na corrente sanguinea. O aumento da
glicose circulante apds um estimulo estressor ocorre, inicialmente, devido a acao
das catecolaminas na quebra do glicogénio hepatico (glicogendlise) (Wendelaar
Bonga, 2011; Urbinati et al., 2014) e é mantido pela acédo do cortisol, que atua

principalmente no aumento da capacidade gliconeogénica (Urbinati et al., 2014).

O figado, intestino e branquias sédo orgaos-alvo do cortisol em peixes. Estes
orgaos refletem as principais acfes do cortisol: balanco hidromineral e metabolismo
energético (Oba et al., 2009). O cortisol estimula a gliconeogénese, mobiliza
aminodcidos e lipideos provenientes da quebra de proteinas corporais (Urbinati et
al., 2014), e de reservas (Vijayan et al., 1994) respectivamente e, desta forma,
mantem a disponibilidade energética a longo prazo (Wendelaar Bonga, 2011). A
concentracdo basal de cortisol plasmatico varia entre as diferentes espécies de
peixes. Salmonideos em condi¢ces de repouso apresentam niveis em torno de 10
ng mlL, por exemplo, porém, em situagGes agudas de estresse, um rapido aumento
nessa concentracdo é observado, chegando a valores préximos de 200 ng ml?
(Oba et al., 2009). Assim, a concentracao plasmatica de cortisol é utilizada como
um dos principais indicadores de estresse (Barton e lwama, 1991), enquanto que a
alteracéo na concentracao de glicose plasmatica € uma das respostas secundarias
mais utilizadas para a quantificacéo de estresse em peixes (Barton e Iwama, 1991;
McDonald e Milligan, 1992; Wendelaar Bonga, 2011).

A resposta secundaria de estresse também € caracterizada por altera¢des nos
parametros hematologicos. Frente a estressor agudo, peixes podem aumentar a
quantidade de eritrocitos circulantes (Wedemeyer, 1997; Oba et al., 2009), a
concentracdo de hemoglobina (Wedemeyer, 1997) e a afinidade dessas células
pelo oxigénio (Aota et al., 1990) para otimizar o suprimento de oxigénio aos tecidos.
Em relacéo as células brancas, o efeito € dependente da intensidade e duracéo do

estimulo. Uma reacdo rapida do cortisol, apesar de ser uma resposta menos
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proeminente, tende a elevar a atividade imune, o que pode ser essencial para a

recuperacéo do animal, garantindo a sobrevivéncia (Martin, 2009).

Diferentes estudos analisaram a resposta de estresse em peixes expostos a
estressores de curta duragédo. Zebrafish (Danio rerio) adensados por 3 horas
apresentaram concentracdes de cortisol 4 vezes maior que os niveis observados
antes da exposicao ao estressor (Ramsay et al, 2009). Red porgy (Pagrus pagrus)
mostraram aumento das concentracdes de cortisol e glicose plasmatica apds serem
perseguidos por 8 minutos com puca (Rotllant eTort, 1997). Expostos a estresse
por confinamento, truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) diploides e triploides
mostraram aumento no cortisol e glicose plasméaticos e no hematdcrito (Benfey e
Biron, 2000).

3.2. Resposta ao estresse cronico

A resposta de estresse desenvolve um mecanismo adaptativo frente a ameacas
agudas e de curto periodo, porém se a condicdo desfavoravel for crdnica ou
continua, a resposta terciaria de estresse se instala, podendo resultar em danos ao
sistema imune, ao crescimento e a reproducdo dos peixes (Wendelaar Bonga,
1997).

Em relacdo ao crescimento, Davis et al. (1985) relataram uma reducéo de
aproximadamente dois ter¢cos no peso final de bagre do canal (Ictalurus punctatus)
quando comparados com 0 grupo controle, apds a administracdo de cortisol na
dieta. Ja Barton et al. (1987) observaram diminuicdo de 45% no ganho de peso de
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) ap6s dez semanas de alimentacdo de dieta
com inclusdo de cortisol. A cessacdao da alimentar durante a exposicdo a um
estresse cronico contribui para o prejuizo no crescimento, porém a acao do cortisol
na protedlise muscular é a principal causa da perda de peso de animais
cronicamente estressados (Barton e lwama, 1991). Estes autores sugerem que o
catabolismo da proteina em glicose, estimulado pelo cortisol em uma situagéo de
estresse, fornece energia a custa de crescimento. Porém, catecolaminas e cortisol
também inibem o crescimento somatico ao estimularem o consumo energético, a
lipdlise, além de atuarem negativamente sobre horménios que promovem o

crescimento (Wendelaar Bonga, 2011).
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Quanto ao efeito do cortisol na reproducao, Carragher et al. (1989) observaram
que o aumento do cortisol plasméatico obtido por implante provocou a diminuicédo do
peso das gbnadas e das concentragcbes dos hormdnios sexuais em machos e
fémeas de truta marrom (Salmo trutta). E, em fémeas de tilapia (Oreochromis
mossambicus), que também receberam implante de cortisol, ocorreu a diminui¢ao
do indice gonadossomatico, tamanho do ovdcito, testosterona e estradiol

plasmaticos, apds sete dias ou mais de tratamento (Foo e Lam, 1993).

Os efeitos prolongados do cortisol no sistema imune sdo muito estudados. O
cortisol, por meio da circulagdo sanguinea, atinge importantes 6rgaos linfopoieticos
como o figado, o baco e o rim, diminuindo a producéo de células brancas (Ellis,
1981; Anderson e Siwick, 1994), o que favorece o aparecimento de enfermidades
oportunistas. Trutas arco-iris implantadas com cortisol foram mais suscetiveis ao
parasita Cryptobia salmositica e liberaram menos anticorpos em relacdo ao
tratamento controle (Woo et al., 1987), enquanto bagres do canal com elevacao
cronica de cortisol apresentaram diminuicdo na quantidade de linfocitos (Ellsaesser
e Clem, 1987). Além disso, por ser um esteroide lipossoluvel, o cortisol € capaz de
entrar nas células e ligar-se a agentes promotores nucleares, regulando a
expressdo de genes importantes relacionados a imunidade, como proteinas do
sistema complemento e lisozima (Aluru e Vijayan, 2009). Como evidéncia disso,
dourada (Sparus aurata), apOs estresse continuo, apresentou diminuicdo na

atividade do complemento e concentragéo de lisozima (Sunyer e Tort, 1995).

4. Sistemaimune de peixes

Os peixes possuem um sistema de defesa complexo, formado por componentes
celulares e humorais (substancias sollveis), capaz de distinguir os elementos do
proprio organismo de substancias estranhas (Tizard, 2002; Secombes e Wang,
2012), como microrganismos, toxinas ou ceélulas malignas, que estimulam este
sistema (Biller-Takahashi e Urbinati, 2014)

A acdo do sistema imune é parecida na maioria das espécies de peixes
teledsteos (Zelikoff et al., 2000) e assemelha-se a imunidade de outros vertebrados
(Beaman et al., 1999; Saurabh e Sahoo, 2008). O sistema imune de peixes

apresenta respostas imunes inatas ou ndo especificas, que funcionam como uma
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primeira barreira contra infecgdes, indiferente do tipo de patdgeno, e respostas
imunes adaptativas ou especificas, que atuam mais lentamente, pois dependem do
reconhecimento de antigenos, producdo de anticorpos especificos e memoéria
imunoldgica (Bernstein et al.,, 1998). Tanto o sistema imune inato quanto o
adaptativo sédo divididos em defesa mediada por células e fatores humorais, que
agem em conjunto para destruir invasores ou desencadear processos de defesa
(Urbinati et al., 2014). Quando um patégeno penetra no peixe pela primeira vez,
normalmente os mecanismos do sistema imune inato sdo suficientes para prevenir
a infeccdo, porém, ao mesmo tempo, os mecanismos de defesa adaptativos sdo
acionados, 0s quais produzirdo a memodria imunolédgica, bloqueando o
desenvolvimento de uma nova infeccdo causada pelo mesmo patégeno
(Wedemeyer, 1997).

As células de defesa dos peixes teledsteos sao produzidas por tecidos e 6rgaos
linfoides como o rim, timo, baco, e tecidos linfoides associados a mucosa (Urbinati
et al.,, 2014). O rim, atua como 6rgdo hematopoiético, responsavel pela producao
de linfocitos, mondcitos, granuldcitos (Torroba e Zapata, 2003; Urbinati et al., 2014),
enquanto o timo constitui o local de desenvolvimento e maturacdo de linfécitos
(Bowden et al., 2005). O baco produz linfécitos e macréfagos (Urbinati et al., 2014),
€ uma fonte de memoaria imunoldgica (Arkoosh e Kaattari, 1991) e estudos mostram
gue seu tamanho relativo tem uma associacdo positiva com resisténcia a doencas
(Hadidi et al., 2008). Os tecidos linfoides associados a mucosa, que incluem os
tecidos da mucosa do trato gastrointestinal, branquias e pele, além de serem
responsaveis pela producdo de macréfagos, linfocitos, mastécitos e granuldcitos
(Bowden et al., 2005; Urbinati et al., 2014), produzem muco que contém proteinas
importantes na barreira contra invasores, como a lisozima e proteinas do sistema

complemento (Dalmo et al., 1997).

4.1. Sistema imune inato

Embora ambas as respostas, inatas e adaptativas, exer¢cam papéis
fundamentais na defesa contra patégenos, a resposta imune inata em peixes € mais
importante em relacdo a adquirida quando comparado aos mamiferos (Urbinati e

Carneiro, 2004; Saurabh e Sahoo, 2008), pois fornece uma protecdo rapida e
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inespecifica, sendo a primeira linha de defesa do organismo (Bols et al., 2001,
Secombes e Wang, 2012; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014).

Entre os componentes do sistema imune inato estdo o tegumento (pele e muco),
0s componentes celulares (granulécitos, mondécitos/macréfagos e células natural
killer) e os componentes humorais (sistema complemento, sistema de enzimas
antimicrobianas e mediadores como o intérferon e as interleucinas) (Ellis, 1999;
Urbinati et al., 2014).

O tegumento, formado por pele e muco, constitui-se de uma barreira de células
especializadas que atuam para barrar a entrada de microrganismos nocivos. A
superficie do corpo do peixe se apresenta como uma barreira fisica para
microrganismos, porém o muco presente na pele, contém compostos
antimicrobianos como proteinas do sistema complemento, lisozima e peptideos
bactericidas (Urbinati et al., 2014) que auxiliam no combate a microrganismos

invasores.

Quando as barreiras do tegumento ndo sao suficientes para evitar a entrada de
patdgenos, componentes do sistema imune irdo reconhecé-lo e atuar na tentativa
de degrada-los (Ellis, 1999). Tanto os componentes celulares quanto 0s
componentes humorais do sistema imune inato de peixes reconhecem regides
especificas denominadas PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) de
moléculas de agentes infecciosos, como lipopolissacarideos, peptideoglicanos,
DNA bacteriano, RNA viral ou outras moléculas encontradas nas membranas de
microrganismos multicelulares (Elward e Gasque, 2003).

Os componentes celulares do sistema imune inato incluem os trombdcitos,
leucdcitos (mondcitos/macrofagos e granuldcitos - neutréfilos, eosindfilos e
basofilos) e células citotdxicas (natural killers) (Secombes, 1996), as quais atuam
no reconhecimento e eliminacdo de patdégenos. Em peixes, os trombocitos sdo
considerados células de defesa, pois sdo capazes de realizar fagocitose e
normalmente séo encontrados em focos inflamatorios (Tavares-Dias et al., 1999).
Os monAcitos sao células em transito na corrente sanguinea periférica e durante o
processo inflamatério migram para o tecido conjuntivo onde se transformam em
macrofagos (Cuesta et al., 1999). O macréfago além de ser uma célula fagocitica,

produz e libera citocinas (grupo de moléculas envolvidas na emissao de sinais entre
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as células durante o desencadeamento das respostas imunes, como os intérferons
e as interleucinas) e estdo envolvidas na apresentacao de antigenos aos linfocitos,
(Secombes e Fletcher, 1992; Cuesta et al., 1999). Os neutréfilos sdo as células
envolvidas nos estagios iniciais da inflamacdo em peixes (Manning, 1994) com
grande capacidade fagocitica. Impreterivelmente, sdo os macréfagos que possuem
a maior capacidade fagocitica, ingerindo grande quantidade de particulas,
entretanto, em infec¢cdes bacterianas, os neutrofilos podem ser encontrados em
maior quantidade no sangue (Suzuki, 1984), permitindo que o seu perfil seja
utilizado como indicativo de infeccdo (Kindt et al., 2006). Estas células sdo os
primeiros leucécitos a deixarem 0s vasos sanguineos e chegarem ao sitio da
inflamacéo (Griffin, 1984; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014).

Os neutréfilos e macrofagos possuem grande importancia na defesa do
organismo contra patdgenos, pois possuem a capacidade de fagocitar e produzir
anions superoxidos (02*) (Biller e Takahashi, 2018), que atuam como bactericida
extracelular (Plyzycz et al., 1989; Secombes, 1996), através do processo
denominado “explosdo oxidativa” (do inglés, oxidative burst). O processo de
fagocitose se inicia com o englobamento do agente patogénico por meio de
pseudopodos, seguido da internalizacdo e formacéo de fagossoma, o qual se une
ao lisossoma formando o fagolisossoma, com inicio de eventos microbicidas e de
degradacéao (Roitt et al., 1998). Durante o processo da fagocitose, ocorre aumento
no consumo de oxigénio molecular, dependente da respiragdo mitocondrial
(Secombes, 1996). Durante a respiracdo celular, o oxigénio € reduzido em anion
superoxido (O2*), um agente bactericida fraco, que age em proteinas bacterianas
(Biller e Takahashi, 2018). Porém, o anion superoéxido (O2*") forma compostos com
uma potente acao bactericida, como o peréxido de hidrogénio (H202) e hipoclorito
(HCIO) (Verlhac et al., 1998; Biller e Takahashi, 2018). Tanto o hipoclorito (HCIO)
quanto o peroxido de hidrogénio (H202) oxidam a parede celular e membranas de
microrganismos, contribuindo ativamente para a sua destruicdo (Verlhac et al.,
1998). A producdo de EROs durante a exploséo oxidativa pode ser detectada por
ensaio simples e tem sido usada como indicador da imunidade inata (Biller e
Takahashi, 2018). O ensaio € baseado na reducdo do corante nitroblue tetrazolium
(NBT), o qual é capaz de captar elétrons do superdxido, convertendo-se a forma

reduzida. Como consequéncia dessa reducdo, sdo formados, no interior do
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fagdcito, precipitados de material insolavel, denominados granulos de formazan
(Klein, 1990), os quais podem ser detectados em esfregacos sanguineos (Abreu et
al., 2009) ou pela densidade Optica, apds a lise dos leucdcitos (Biller-Takahashi et
al., 2013).

Os fagécitos também podem regular a resposta imune através da producédo e
liberacdo de citocinas. Todos 0s componentes do sistema imune sao regulados por
uma complexa via neuroimunoenddcrina bidirecional (Fast et al., 2008), que
envolve as citocinas. Citocinas sdo glicoproteinas ou polipeptideos de baixo peso
molecular que controlam a comunicagdo do sistema imune com o sistema
enddcrino e nervoso, regulando a rede de defesa do hospedeiro (Savan e Sakai,
2006). A interleucina-1B (IL-1B) foi a primeira citocina clonada em peixes e é
classificada como uma citocina pro-inflamatoria, pois aumenta a fagocitose, a
proliferacéo de linfocitos e a producédo de anions superoxidos (O2°*) (Engelsma et
al., 2003; Savan e Sakai, 2006). A interleucina-8 (IL-8), também secretada pelos
fagdcitos, € um potente mediador inflamatdrio, pois promove o recrutamento e
ativacao dos neutrdfilos e mondcitos para o foco inflamatério (Gerszten et al., 1999),

além de estimular a atividade respiratoria dessas células (Urbinati et al., 2014).

Portanto, os macrofagos e neutrofilos sdo os principais agentes em defesa do
organismo, se apresentando como células essenciais para a fagocitose e morte do
patdgeno, além de necessarias para construir a rede de resposta imune inata e

adaptativa (Kantari et al., 2008).

Os eosinodfilos podem ser encontrados na corrente sanguinea quando ha
infestacdo de parasitos e, apesar de sua funcdo nao estar totalmente esclarecida,
estas células atuam nos processos de inflamacéo (Urbinati et al., 