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RESUMO 

O cenário atual da aquicultura mundial é muito promissor, e o Brasil tem grande 

vantagem nessa atividade de produção, pois conta com grandes áreas de água 

salgada e água doce, além do aumento de tecnologias destinada a alcançar a 

melhor produtividade. Entre as espécies produzidas, está o pacu, com 

representatividade e potencial entre os peixes nativos, pelo seu valor comercial 

na aquicultura e na pesca esportiva. Porém, o aumento da produção se dá às 

custas de manejos intensos que causam estresse nos animais, e podem 

desenvolver distúrbios fisiológicos, que geram susceptibilidade a doenças e 

consequente perda para os produtores. Como alternativa de prevenção, está o 

uso de β-glucana, um imunoestimulante presente na parede celular de bactérias, 

fungos, plantas e algas, que pode melhorar as respostas imunes inatas dos 

peixes. Neste contexto, o presente estudo avaliou o tempo de atuação de β-

glucana em pacus, depois de 15 dias de alimentação com ração suplementada 

com 0,1% do imunoestimulante, e 15 dias após a suspensão da alimentação 

suplementada, após inoculação dos peixes com lipopolissacarídeo (LPS), por 

meio de indicadores da resposta de estresse (concentração de cortisol e glicose 

plasmática) e do sistema imune inato (atividade respiratória de leucócitos, a 

atividade hemolítica do sistema complemento e concentração de lisozima). A β-

glucana não afetou o peso dos peixes, após o período de oferta, e também não 

alterou os indicadores de estresse e da imunidade inata no desafio realizado com 

LPS na concentração utilizada (500 µg kg-1 de LPS de E. Coli).  

 

 

Palavras chave: Sistema imune, imunidade treinada, lipopolissacarídeo. 
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ABSTRACT 

The current scenario of world aquaculture is very promising, and Brazil has a 

great advantage in this production activity, as it has large areas of salt water and 

fresh water, in addition to the increase in technologies aimed at achieving better 

productivity. Among the species produced is the pacu, with representation and 

potential among native fish, due to its commercial value in aquaculture and sport 

fishing. However, the increase in production comes at the expense of intense 

handling that causes stress to the animals, and can develop physiological disor-

ders, which generate susceptibility to diseases and consequent loss for produc-

ers. As an alternative for prevention, there is the use of β-glucan, an immunostim-

ulant present in the cell wall of bacteria, fungi, plants and algae, which can im-

prove the innate immune responses of fish. In this context, the present study 

evaluated the time of action of β-glucan in pacus, after 15 days of feeding with 

feed supplemented with 0.1% of the immunostimulant, and 15 days after suspen-

sion of the supplemented feed, after inoculation of fish with lipopolysaccharide 

(LPS), through indicators of the stress response (concentration of cortisol and 

plasma glucose) and the innate immune system (respiratory activity of leuko-

cytes, hemolytic activity of the complement system and lysozyme concentration). 

The β-glucan did not affect the fish weight after the offer period, nor did it alter 

the stress and innate immunity indicators in the challenge performed with LPS at 

the concentration used (500 µg kg-1 LPS from E. Coli). Although the concentration 

of LPS used did not affect the animal's innate immune response, it changed the 

glucose profile, indicating that the procedure acted as a stressor.  

 

 

Key words: Immune system, trained immunity, lipopolysaccharide. 
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1. PANORAMA DA AQUICULTURA 

 

O cenário da aquicultura mundial é muito promissor. A atividade é conhecida 

por sua importância econômica e geração de empregos, além de produzir 

proteína de alto valor biológico para a humanidade.  Segundo a Organização das 

Nações Unidas para Alimentação e a Agricultura (FAO, 2020), a aquicultura 

mundial bateu um novo recorde, com 114,5 milhões de toneladas produzidas em 

2018, sendo a China o maior produtor.  

Segundo dados da Associação Brasileira de Piscicultura (PEIXE BR, 2020), 

o Brasil, em 2019, atingiu produziu 758.006 toneladas de peixes, com receita de 

cerca de 5,6 bilhões de reais, com crescimento significativo da atividade, de 31% 

nos últimos seis anos. O país tem características hídricas que favorecem esse 

crescimento da produção de organismos aquáticos, pois conta com 12% dos 

recursos mundiais de água doce e um vasto território de água de salgada, com 

potencial para exploração (Crepaldi et al., 2006). 

A produção brasileira de peixes, em sua maior parte, abastece o mercado 

interno, porém o país vem ganhando espaço no comércio externo, segundo 

dados da Peixe Br. No primeiro semestre de 2020, as exportações brasileiras 

aumentaram 33%, se comparado ao mesmo período de 2019. Acredita-se que a 

tendência seja o aumento do consumo, uma vez que, nas últimas décadas, o 

comércio de produtos provindo da aquicultura acompanha o desenvolvimento 

dos padrões de qualidade e segurança alimentar, o que garante proteção ao 

consumidor que busca uma qualidade de vida melhor. A proteína dos peixes 

representa uma fonte valiosa para diversificação de uma dieta saudável, por 

oferecer vitaminas como A, B e D, além de minerais, aminoácidos essenciais e 

o ômega 3 (FAO, 2020). Com esse crescimento no consumo, a aquicultura 

moderna vem buscando aperfeiçoar os sistemas de produção para garantir a 

demanda de peixes e satisfazer as necessidades de proteína de qualidade para 

a população. 

 

2. A INTENSIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO 
 

Desde a década de 80, a produção de organismos aquáticos vem crescendo, 
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devido a percepção das característica nutricionais que essas fontes de proteína 

oferecem, além dos estudos que cada vez mais melhoram a tecnologia de 

produção. No entanto, com o crescimento e a intensificação, surgiram desafios, 

uma vez que os animais passaram a ser estocados em altas densidades, sujeitos 

a inúmeros manejos físicos e condições ambientais alteradas que causam 

estresse. Nessa condição, ocorrem alterações fisiológicas que afetam 

negativamente a eficência do sistema imunológico, comprometendo a 

resistência aos patógenos do ambiente (Tort, 2011). 

Com o aumento da produção, houve aumento de doenças que afetam o 

desempenho dos peixes, diminuindo sua eficiência alimentar e o crescimento, 

com redução significativa da produção e perdas econômicas para a aquicultura. 

Segundo Tavares-Dias e Martins (2017), no Brasil, as doenças resultam em uma 

perda anual de 15% na produção da piscicultura de água doce. Assim, o grande 

desafio para o setor passou a ser o aumento da produtividade, das taxas de 

sobrevivência, combatendo as doenças, cujo aparecimento é, muitas vezes, 

favorecido pela densidade de estocagem, qualidade de água, entre outros 

fatores. Para tentar combater as doenças, o setor produtivo passou a fazer uso 

de antibióticos e quimioterápicos, procedimento muito questionado na 

atualidade, já que podem causar resistência bacteriana, deixar resíduos na 

carcaça do animal e gerar problemas na comercialização (Romero et al., 2012).  

O uso indiscriminado dos antibióticos na aquicultura levou ao 

desenvolvimento de várias cepas bacterianas resistentes e, como consequência 

disso, a necessidade de administração alternada dos antimicrobianos (Park et 

al., 2012). Além disso, 60 a 73% das doses de antibióticos e outros 

medicamentos químicos utilizados nos peixes podem ser excretados pelas 

fezes, contaminando o ambiente (Rigos et al., 2004). 

Com o aumento gradativo no uso inadaquado dos antibióticos e levando em 

consideração a preocupação com a segurança alimentar, a pesquisa e a 

produção de agentes biológicos e não tóxicos, para serem utilizados como 

alternativa aos antibióticos, passou a ser uma meta no setor de produção de 

organismos aquáticos. Como exemplo, estão os imunoestimulantes, que podem 

induzir uma forte resposta de defesa no organismo, além de aumentar a 

capacidade de resistência à doenças na aquicultura (Wang et al., 2017). 



Mestranda – Thaís Daltoso da Silva  Orientadora – Elisabeth Criscuolo Urbinati 

14 
Caunesp 

3. SISTEMA IMUNE 

 

O sistema imunológico é um importante mecanismo de sobrevivência para 

todos os animais, pois possui um conjunto de componentes que defende o 

organismo contra substâncias estranhas e patogênicas. Do ponto de vista 

evolutivo, estudar o sistema imune de invertebrados se tornou indispensável, 

pois a partir disso pode-se caracterizar a história evolutiva do sistema 

imunológico de todos os vertebrados (Zhu et al., 2012). 

Diferente dos mamíferos, os peixes não possuem medula óssea e linfonodos, 

sendo os tecidos e órgãos que constituem o sistema imune destes animais, 

chamados de linfoides, e são: rins, timo, baço e tecidos linfoides associados à 

mucosa, todos eles são desenvolvidos durante o período larval (Biller-Takahashi 

et al., 2014; Press & Evensen, 1999). 

O rim cefálico, nos peixes, pode ser comparado com à medula óssea, tem 

grande importância na hematopoiese, responsável pela formação de várias 

células, como os macrófagos, monócitos e granulócitos. O timo se localiza na 

região dorsolateral das brânquias (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014), onde 

ocorre o desenvolvimento e maturação dos linfócitos T (Bowden et al., 2015).  Já 

o baço, é dividido em duas regiões, a polpa branca que está relacionada a 

formação das células de defesa, e a polpa vermelha responsável pela fagocitose 

das células anormais ou velhas, este orgão também está associado a formação 

de anticorpos (Press & Evensen, 1999; Rodrigues et al., 2020). Os tecidos 

linfoides associados a mucosas, que incluem pele e brânquias, são responsáveis 

pela produção de muco que contem importantes proteínas, como a lisozima e 

proteínas do sistema complemento, e são a barreira inicial contra os invasores 

(Dalmo et al., 1997). 

Em peixes, assim como nos vertebrados superiores, as respostas 

imunológicas são divididas em inatas e adaptativas, e podem ser influenciadas 

por vários fatores, como micro e macronutrientes, agentes estressores, efeitos 

sazonais e hormonais (Fletcher, 1997), e estes dois sistemas atuam juntos para 

destruir invasores e desencadear vários mecanismos de defesa. 

3.1. Sistema Imune Inato  
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O sistema imune inato é considerado a primeira linha defesa, mediada por 

barreiras químicas, físicas e por uma variedade de células e moléculas. 

Considerado o sistema mais antigo na escala filogenética, ele surgiu nos orga-

nismos unicelulares. O sistema inato reconhece porções (Pamps – Pathogen as-

sociated molecular patterns) provenientes de agentes infecciosos ou microrga-

nismos da microbiota normal, tais como lipopolissacarídeos, peptidioglicanos, 

DNA bacteriano ou RNA viral, ou ainda outras moléculas encontradas nas mem-

branas de microrganismos multicelulares (“non-self”), não reconhecendo compo-

nentes do próprio organismo, pois os genes que codificam estes receptores 

(PRRs – Pattern recognition receptors) estão presentes no genoma do orga-

nismo. Os Pamps são normalmente porções altamente conservadas durante a 

evolução das espécies e estão presente na maioria dos microrganismos (Jane-

way, 1989; Elward & Gasque, 2003; Goldsby et al., 2003).  

Dentre os componentes do sistema imune inato está o tegumento, formado 

por pele e muco, sendo considerado a barreira inicial contra patógenos. Estes 

componentes são especializados em atuar contra a entrada de microrganismos 

nocivos. A superfície do corpo dos peixes funciona como uma barreira mecânica, 

com células especializadas que secretam componentes bactericidas 

responsáveis por impedir a entrada de microrganismos (Subramanian et al., 

2007; Urbinati et al., 2020). Frequentemente, as barreiras do tegumento são 

suficientes para evitar a entrada de patógenos, porém, caso não sejam 

suficientes, e estes consigam penetrar nos tecidos e corrente sanguínea, 

componentes celulares e humorais irão reconhecê-los e atuar na tentativa de 

degradá-los (Ellis, 1999). 

Componentes celulares são outro parâmetro importante do sistema imune 

inato, composto por células de defesa, como granulócitos, macrófagos e células 

natural killer. Os granulócitos são as primeiras células responsáveis por atingir o 

foco da inflamação e destruição dos patógenos, seguida pelos macrófagos que 

fagocitam os detritos celulares e células patogênicas. As células natural killers 

lisam células estranhas ou infectadas por vírus e produzem imunorreguladores 

de citocinas (Raulet, 2004; Magnadóttir, 2006; Urbinati et al., 2020). As células 

que possuem a capacidade de fagocitar e destruir o agente infeccioso são 

chamadas de fagócitos, e este mecanismo é muito importante, pelo papel de 

defesa do organismo contra infecções e participação nos processos 
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imunorregulatórios, limitando a disseminação de agentes infecciosos pelo 

organismo dos peixes (Ellis, 2001). 

Durante as etapas da fagocitose, acontece uma importante etapa, chamada 

de explosão respiratória dos leucócitos, conhecida como “burst” oxidativo. 

Durante a fagocitose, o oxigênio é reduzido numa série de reações metabólicas 

intracelulares. Por ação da enzima superóxido dismutase (SOD), há formação 

de peróxido de hidrogênio (H202), substrato da enzima mieloperoxidase (MPO) 

liberada pelos leucócitos granulares, que gera a formação de hipoclorito e 

produção de cloramina. Esses radicais produzidos contribuem para a destruição 

de microrganismos (Verlhac et al., 1998). 

Há também a ação de elementos humorais inatos, presentes em concentra-

ções elevadas logo após a invasão de agentes patogênicos e são muito utiliza-

das como indicadores do sistema imune inato e no diagnóstico de doenças 

(Bayne & Gerwick, 2001). Os componentes humorais podem ser fatores 

inibidores do crescimento de bactérias, como exemplo, a transferrina, 

antiproteases, lisozima, proteína C reativa e proteínas do sistema complemento 

(Urbinati et al., 2020). Dentre estes, a lisozima é um importante mecanismo de 

defesa que promove proteção contra organismos invasores. Essa enzima tem a 

capacidade de lisar bactérias Gram positivas, Gram negativas, vírus e parasitas, 

e junto com proteínas do sistema complemento agem sobre bactérias Gram 

negativas (Alexander & Ingram, 1992). Em peixes, pode ser encontrada 

principalmente em tecidos que contém grande quantidade de leucócitos, 

principalmente neutrófilos, monócitos e macrófagos, sendo assim, sua maior 

concentração está no rim anterior, seguido do trato digestório, baço, muco, soro, 

brânquias, fígado e músculo (Murray & Fletcher, 1976). 

O sistema complemento é considerado um dos mais importantes 

componentes de defesa do  sistema inato, e é composto por um conjunto de 

proteínas solúveis no plasma, sendo o principal efetor do sistema imune humoral 

e mediador dos processos inflamatórios. Estas proteínas geralmente se 

encontram na forma inativa na circulação, e para que exerçam suas funções é 

necessário que ocorra sua ativação, de maneira sequencial, com efeito cascata 

(Biller-Takahashi et al., 2012; Urbinati et al., 2020). São três as diferentes vias 

que podem promover a ativação: a via clássica, a via alternativa e a via lectina 

(Holland & Lambris, 2002). Em peixes, a via alternativa, ativada por moléculas 



Mestranda – Thaís Daltoso da Silva  Orientadora – Elisabeth Criscuolo Urbinati 

17 
Caunesp 

de superfície de microrganismos, é a que ocorre mais comumente e demonstra 

a importância da resposta inata (Yano, 1996). Essas proteínas do sistema 

complemento podem atuar nos processos de quimiotaxia, quando acontece a 

lise celular e recrutamento de macrófagos e neutrófilos para o local da infecção, 

de opsonização, para inativação das toxinas liberados pelos agentes patológicos 

e, por último, na fagocitose (Secombes, 1996). 

Na maioria das vezes, as infecções são controladas por componentes do sis-

tema imune inato, por macrófagos, neutrófilos e outras moléculas. Ao mesmo 

tempo, células deste sistema são responsáveis pela estimulação e ativação das 

respostas do sistema de defesa adaptativo (Wedemeyer, 1997). 

Nos últimos anos, vem sendo discutido um novo conceito no campo da imu-

nidade inata, que sugere que os mecanismos de proteção durante uma reinfec-

ção ou proteção cruzada, podem não ser exclusivamente de respostas imunes 

adaptativas, esse conceito é chamado imunidade treinada, ou uma resposta 

imune inata aumentada. Esta, pode ser descrita por três critérios: (I) a imunidade 

treinada pode ser induzida após uma infecção primária ou imunização e, poste-

riormente, fornecer proteção contra uma infecção secundária de uma maneira 

independente de linfócitos T e B, (II) pode ser menos específico do que a res-

posta imune adaptativa, mas ainda demonstrar maiores respostas à resistência 

após a reinfecção do hospedeiro e (III) células inatas como, macrófagos e células 

natural killers, são os principais participantes do mecanismo, que envolve um 

melhor reconhecimento do patógeno e uma maior resposta inflamatória (Netea 

et al., 2011). Esse fenômeno sugere que a imunidade treinada possa ter um im-

portante papel pronunciado no sistema imunológico dos peixes, mas ainda pre-

cisa ser mais investigado, para que se possa obter respostas específicas da sua 

ação em peixes (Petit & Wiegertjes, 2016).  

3.2. Sistema imune adaptativo 
 

O sistema imune adaptativo consiste em uma rede complexa de células, ge-

nes e mecanismos de sinalização celular, cuja função permite que os organis-

mos respondam especificamente aos antígenos (Souza et al., 2019). Com a pre-

sença de um antígeno na corrente sanguínea, que pode ser uma célula ou uma 
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molécula estranha, há aumento de anticorpos específicos na circulação, e for-

mação de uma memória imunológica, portanto a imunidade específica existe 

quando um organismo já sofreu alguma exposição anterior ao patógeno, porém 

o repertório de anticorpos desse sistema é limitado. Além disso, as respostas 

são consideradas lentas, podendo demorar semanas após a infecção para se-

rem ativadas (Uribe et al., 2011). 

A resposta adaptativa está dividida em resposta imune humoral e celular. A 

resposta humoral está associada aos anticorpos, que se ligam e marcam os 

agentes invasores para que eles sejam fagocitados (Ellis, 2001). Com a invasão 

dos microrganismo patogênicos no organismo dos peixes, os linfócitos B, que 

possuem em sua membrana receptores específicos para antígenos, se multipli-

cam e formam células que sofrem diferenciação, originando plasmócitos (linfóci-

tos B ativados), responsáveis pela produção e liberação de anticorpos na cor-

rente sanguínea (Goldsby et al., 2000), e células de memória que são capazes 

de memorizar a estrutura dos patógenos e elaborar respostas em novas reinfec-

ções (Secombes, 1996). 

A via celular é representada pelos linfócitos T (linfócitos T auxiliares, linfócitos 

T citotóxicos, linfócitos T supressores e linfócitos T memória). Após um patógeno 

ter invadido o organismo do animal e ter sido fagocitado por macrófagos, frag-

mentos celulares ligam-se a marcadores na superfície do macrófago, e os linfó-

citos T possuem a capacidade de reconhecer antígenos que se ligam a estes 

marcadores que irão secretar citocinas, proteínas que ativam outras células, 

como exemplo linfócito B, responsável pela produção de anticorpos, que terá 

como função a tentativa de destruição do agente invasor (Bernstein et al., 1998; 

Abbas & Lichman, 2004).  

A ação conjunta dos dois sistemas, inato, como a primeira proteção do orga-

nismo, e adaptativo, como memória imunológica, é de extrema importância para 

garantir a sobrevivência e preservar a vida dos animais em ambientes aquáticos, 

que é repleto de microrganismos, estando susceptíveis a exposição aos patóge-

nos. 

4. IMUNOESTIMULANTES 
 

Os aditivos imunoestimulantes podem ser definidos como substâncias 
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químicas, sintéticas ou biológicas, capazes de modular o sistema imunológico e 

aumentar a resistência do hospedeiro à doenças infecciosas causadas por 

patógenos (Bricknell & Dalmo, 2005). Dentre eles, podemos citar os 

polissacarídeos, componentes de bactérias, material biologicamente ativo, que 

pode promover uma forte resposta de defesa no hospedeiro (Mohapatra et al., 

2013). O uso dos imunoestimulantes teve início na década de 80, pois estas 

substâncias apresentam ações como o aumento da duração da atividade da 

resposta imune inespecífica e por ter um modo de ação generalizado, pois não 

agem contra um organismo em específico, caracterizando seu poder profilático 

geral (Rodríguez et al., 2003). 

Os imunoestimulantes podem atuar no sistema imune inespecífico, 

aumentando a atividade fagocítica e bactericida das células de defesa e no 

sistema imune específico. Além disso, podem ser utilizados como adjuvantes em 

vacinas para potencializar os resultados e caso haja falha na resposta à 

vacinação (Sahoo, 2007). 

Em peixes, os imunoestimulantes podem aumentar a capacidade fagocítica 

de neutrófilos e linfócitos, estimular a secreção de citocinas e linfócitos, obter 

respostas de anticorpos e cordenar a imunidade celular e humoral. Além disso, 

o uso pode aumentar as taxas de crescimento, de sobrevivência e resistência a 

doenças, encontradas na aquicultura. Seus efeitos podem estar relacionados a 

diferentes fatores, como sua estrutura, o tempo e forma de administração (Bai et 

al., 2019). 

Segundo o NCR (2011), os produtos microbianos ou micróbios inativados, 

como os lipopolissacarídeos, os β-glucanas, lactoferrina, peptidoglicanos, entre 

outros, podem estimular o sistema imune, destacando a importância de sua 

utilização na produção aquícola, uma vez que os manejos estressantes, tais 

como: seleção, despeca, vacinação e transporte, entre outros, podem causar 

imunossupressão e baixa resistência á patógenos, pois rompem o equílibro 

homeostático dos animais. Diante disso, o uso de imunoestimulantes tornou-se 

uma estratégia na aquicultura, pois tem a capacidade de minimizar os efeitos 

negativos do estresse no sistema imunológico dos peixes (Zanuzzo et al., 2017; 

de Mello et al., 2019). 

É conhecido que os imunoestimulantes são uma importante ferramenta para 

a aquicultura, pois ao serem ofertados, por administração oral, antes de eventos 
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estressantes, promovem resultados satisfatórios, preparando o animal para 

futuras exposições a patógenos. As β-glucanas demonstraram ser importante 

imunoestimulante, pois melhoram a saúde animal de duas maneiras, 

estimulando bactérias benéficas gastrointestinais e diretamente no sistema 

imunológico pela absorção no intestino delgado (Urbinati et al., 2020).  

Entretanto, ainda são necessários mais estudos para melhor compreensão 

de diversos fatores como o mecanismo de ação, formas de administração, 

concentração adequada e período para ser ofertado. Além disso, deve-se levar 

em consideração a ação em diferentes estágios do desenvolvimento animal. 

5. β-GLUCANA  

 

Dentre os imunoestimulantes, temos as β-glucanas, um polissacarídeo, 

macromolecular, formada por uma cadeia principal de unidades β-1,3 e β-1,6, 

que podem sofrer alterações e variações estruturais, dependendo da fonte e 

método de extração, podendo ter efeitos pró ou antiflamatórios no sistema 

imunológico, além de ter diferentes funcionalidades nutricionais e de saúde 

(Pilarski et al., 2017). Estão amplamente distribuídas em bactérias, fungos, 

plantas e algas e são encontradas principalmente em cereais como a cevada e 

a aveia (Genc et al., 2001). As β-glucanas são utilizadas como ingredientes 

funcionais para produzir produtos nutricionais e saudáveis. Em humanos, por 

exemplo, reduzem o colesterol, além de possuir efeitos benéficos como a 

imonumodulação (Bai et al., 2019) 

Na aquicultura, um dos imunoestimulante mais utilizado é a β-glucana 

proveniente da parede celular de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), que 

apresenta propriedades imunomodulatórias, antivirais, antimicrobianas, 

antiparasitárias (Wasser & Weis, 1999), além de melhorar o ambiente intestinal 

(Irianto & Austin, 2002). Segundo Montoya et al. (2017), β-glucana modulou o 

perfil do cortisol e aumentou a mobilização e atividade dos leucócitos em 

matrinxãs, demonstrando desencadear um mecanismo importante, melhorando 

a resposta imune inata dos peixes. de Mello et al. (2019) observaram em pacus, 

alimentados com 0,1% de β-glucano, e que foram estressados pelo manejo de 

transporte, níveis de cortisol diminuidos, sugerindo que o composto teve um 

efeito protetor evitando níveis elevados do hormônio, evidênciando seu efeito 
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imunomodulador. 

Existem algumas formas de administração da β-glucana, como exemplo, 

administração oral, injeção intraperitoneal, intravenosa ou subcutânea e banhos 

de imersão. O método mais utilizado na aquicultura é administração oral, que 

apesar de ter um efeito menos intenso, se comparado com métodos injetáveis, 

é o mais prático, por não ser estressante, já que é oferecido via ração, além 

demonstrar efeitos profiláticos, efeitos imunomoduladores significativos e 

modificar a composição da microbiota intestinal (Rodrigues et al., 2020). 

O método de injeção, que apesar de não ter grande custo benefício, uma vez 

que depende de mão de obra qualificada e de causar estresse no manejo, é 

bastante eficaz em estimular o sistema imunológico, além de ser utlizado como 

adjuvante em vacinas e induzir efeitos de longa vida nos peixes. Estudo de 

Guselle et al. (2010) demonstrou que uma única dose intraperitoneal de β-

glucana, em truta arco-íris, resultou em proteção contra infecção por Loma 

salmonae, semelhante a resultados obtidos com alimentação, que utilizou 

concentrações 10 vezes maiores de β-glucana. Os banhos de imersão também 

são uma alternativa promissora, uma vez que banhos com β-glucana 

melhoraram significativamente a cicatrização de feridas na pele de carpa 

(Przybylska et al., 2013). 

Estruturas presentes na β-glucana, os PAMPs - Padrão Molecular Associado 

aos Patógenos - possuem afinidade para Receptores de Reconhecimento 

Padrão, os PPRs, e essa interação constitui um importante aspecto de resposta 

imune, pois a partir disso ocorre a estimulação das células imunológicas (Palti, 

2011). Com a ativação do sistema imune, há uma melhora na atividade fagocítica 

e citotóxica nos magrófagos (Tsiapali et al., 2001). 

Em mamíferos, a β-glucana ativa a imunidade inata, pois possui ligação ao 

receptor específico de β-glucana, dectina-1 em macrófagos, que pode estimular 

a atividade fagocítica e aumentar a atividade respiratório dos leucócitos, além 

disso, também ativa células imunes adaptativas, como células B, T, células 

natural killers, eosinófilos e neutrófilos (Batbayar et al., 2012). Nos teleósteos, 

sabe-se que os TLRs, são receptores que desencadeiam respostas imunes ina-

tas, ativando vias de sinalização (Zhou et al., 2018). Para a ativação da β-

glucana, alguns estudos sugeriram como receptores de reconhecimento, a 

proteína C3 do complemento, lectinas, membros da família CLR, e receptores 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Batbayar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24009832
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como TLR2 (Pietretti & Wiegertjes, 2014), e o efeito do uso da β-glucana como 

um imunoestimulante, é bem semelhante aos obtidos pelos mamiferos 

(Rodrigues et al., 2020). 

Apesar dos efeitos imunomoduladores da β-glucana, essas respostas podem 

variar e estudos sobre a dose e o tempo de administração adequado são 

necessários. Alguns autores sugerem que baixas concentrações de β-glucana 

administradas por um período curto favorecem a resposta imune, já altas 

concentrações oferecidas por longos períodos provocam o efeito inverso, 

reduzindo a resposta imune, por causar uma exaustão do sistema imune 

(Robertsen et al., 1994; Castro et al., 1999). Isso foi demonstrado em trabalho 

de Chagas et al. (2013), com a espécie tambaqui (Colossoma macropomum), no 

qual foram utilizadas diversas doses de β-glucana (0, 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8%) nas 

dietas, por 60 dias, e os peixes desafiados com A. hydrophila. Houve maior taxa 

de mortalidade após o desafio nas maiores concentrações da β-glucana (0,4 e 

0,8%). Recentemente, Koch et al. (2021) demonstraram resultados importantes 

para a aquicultura. Tilápias foram alimentadas, por 0, 15, 30 e 45 dias, com 

dietas contendo 0,1% de β-glucana, e 10 dias depois da retirada do produto 

realizaram infecção com Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae, os 

animais alimentados com o imunoestimulante por 45 dias, apresentaram maior 

taxa de sobrevivência quando se comparado a qualquer outro grupo. Além disso 

o estudo demonstrou que independente do período de administração, a β-

glucana melhorou as respostas imunes inatas, refutando as hipóteses descritas 

anteriomente. 

Estudos recentes estão demonstrando que o uso de β-glucana pode ter 

efeitos por períodos mais longos, após a retirada do imunoestimulante, que pode 

ser explicado pela imunidade treinada. Petit & Wiegertjes (2016) demonstraram 

uma série de informações e estudos que indicam efeitos de longa duração esti-

mulados pelo uso de β-glucana, possivelmente com base para macrófagos. 

Garoupas alimentadas com uma dieta contendo uma mistura de β-glucana de 

cogumelo por 12 dias apresentaram maior proteção à infecção por Vibrio 

alginolyticus, 15 dias após a retirada da ração com glucana e alimentadas com 

ração controle (Chang et al., 2013). 

Com essas evidências, é necessário que sejam feitos estudos sobre os 

períodos de uso de β-glucana e encontrar mais respostas sobre a ação do 
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imunoestimulante na imunidade treinada.  

6. LPS (Lipopolissacarídeo) 
 

O lipopolissacarídeo é denominado de endotoxina ou pirógeno, no entanto 

na literatura relacionada à aquicultura o termo LPS é mais comum (Swain et al., 

2008). O LPS é uma molécula complexa de lipopolissacarídeos presente na 

parede celular de bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivas (Wexler 

& Oppenheim, 1979). Estas moléculas são liberadas após a destruição das 

bactérias e são capazes de causar respostas imunológicas potentes, tais como 

respostas inatas pró-inflamatórias (Morrison et al., 1985; Morrison & Ryan, 1987; 

Swain et al., 2008). 

Em mamíferos, o LPS pode ser responsável por efeitos negativos como 

coagulação intravascular disseminada, hipotensão, choque e morte, porém em 

vertebrados basais, como anfíbios e peixes, as respostas são diferentes uma vez 

que estes são mais tolerantes aos efeitos adversos do LPS. Quando aplicado 

em pequenas quantidades tem a capacidade de estimular a formação de 

espécies reativas de oxigênio, ativação dos macrófagos e proliferação de 

linfócitos B  (Sakai, 1999; Sarmento et al., 2004). Foi observado também que o 

LPS pode aumentar os níveis circulantes de cortisol, proteina C reativa (CRP) e 

induzir a produção de componente C3 do sistema complemento em peixes. 

Porém, segundo White et al. (1984), as modificações e respostas que o LPS 

pode causar dependem de alguns fatores como a fonte de lipopolissacarídeo 

utilizada, o método empregado para seu isolamento e a via de aplicação da 

endotoxina. 

Estudo realizado por Ha (2016), no qual tilápias do Nilo (Oreochromis 

niloticus) foram desafiadas por injeção intraperitoneal da endotoxina LPS (500 

µg kg-1 de peixe), indicou que LPS induziu uma resposta imune, como a atividade 

da lisozima e a explosão respiratória dos leucócitos, sugerindo que a endotoxina 

é considerada eficaz para desafios imunológicos.  

O uso do LPS também mostrou resultados, em um trabalho realizado por 

Sousa (2020), no qual foram testados diversos níveis de carboidratos e proteínas 

nas dietas de surubim (Pseudoplatystoma reticulatum × P. corruscans), que 

posteriormente foram desafiados com o lipopolissacarídeo. Observou-se que a 
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maioria das variáveis hematológicas aumentaram, demonstrando o potencial da 

endotoxina, como desafio imunológico. 

Com essas características do LPS, o mesmo vem sendo estudado e utilizado 

como um ativador, capaz de promover inflamação e imunomodulação em peixes 

e vem sendo uma boa alternativa para induzir a imunidade. 

7. PACU (Piaractus mesopotamicus)  
 

O modelo biológico escolhido para este estudo foi o Piaractus 

mesopotamicus (Holmberg 1887), popularmente conhecido como pacu, da 

família Characidae. É uma espécie de grande representatividade e importância 

entre os peixes nativos pelo seu valor comercial na aquicultura, além de exibir 

um comportamento alimentar adaptativo e suportar longos períodos de restrição 

alimentar (Favero et al., 2018). É natural da América do Sul, sendo encontrado 

com maior frequência nas bacias dos rios Paraná, Uruguai e Paraguai. No Brasil, 

sua maior distribuição está concentrada no Centro-Oeste, Mato Grosso e 

Pantanal (Petrere Jr, 1989). 

O pacu tem o hábito alimentar onívoro, preferencialmente frugívoro (Urbinati 

& Takahashi, 2020), porém apresenta boa aceitação de rações artificiais, o que 

garante sucesso na produção. Além dessa característica, somada a outras, 

como ganho de peso elevado, rusticidade, facilidade de adaptação em sistema 

de criação em tanques e viveiros (Jomori et al., 2008), o pacu ainda tem um 

papel de extrema importância na regeneração das florestas, como importantes 

dispersores de sementes (Galetti et al., 2008). 

Assim, a espécie vem sendo cada vez mais produzida devido suas 

características positivas e carne branca de excelente qualidade, e 

consequentemente cresce a preocupação dos produtores em melhorar os 

ambientes de criação, uma vez que estes podem causar estresse, levando a 

várias mudanças fisiológicas nos animais, que tentam compensar os desafios, 

para conseguir passar pelo estresse que lhe foi imposto (Abreu et al., 2009). 

Sendo assim, é de extrema importância para a criação, a adoção de boas 

práticas de manejo, entre elas a inclusão de imunoestimulantes nas rações, que 

minimizam os efeitos estressores e melhoram as respostas frente a possíveis 

infecções, modulando o sistema imune do animal. 
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CAPÍTULO 2 

 

DURAÇÃO DO EFEITO IMUNOESTIMULANTE DA GLUCANA 

PÓS ADMINISTRAÇÃO EM PACU. 
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RESUMO 

Com o crescimento na produção de peixes nativos, a indústria aquícola tem 

utilizado manejos de rotina mais intensos, em geral, estressantes, que afetam o 

equilíbrio fisiológico dos animais e podem levar a prejuízos no desempenho e 

aumento da suscetibilidade às doenças. Assim, é recomendável a adoção de 

manejos preventivos, como a inclusão de imunoestimulantes na alimentação dos 

peixes, como a β-glucana. Esta proposta avaliou o tempo de ação da β-glucana 

como promotor da imunidade inata em pacu. Os peixes, estocados em 16 caixas 

(10 peixes/caixa), foram distribuídos em diferentes tratamentos. Após 15 dias de 

alimentação, peixes de quatro caixas de cada tratamento foram amostrados. A 

partir deste dia, todos os peixes receberam a dieta controle. Após outros 15 dias, 

as amostragens se repetiram (quatro controle e quatro glucana). Em cada 

amostragem, o sangue foi retirado para determinação dos indicadores de 

estresse (glicose e cortisol plasmáticos) e os indicadores de imunidade inata 

(atividade respiratória de leucócitos, atividade sérica do sistema complemento, 

concentração sérica da lisozima). Em seguida, os peixes foram inoculados 

experimentalmente com LPS e amostrados 3, 6 e 24 h depois para determinação 

dos indicadores citados. Em cada coleta, foram registrados os dados de peso 

corporal para avaliação do crescimento dos peixes ao longo do experimento. A 

β-glucana não afetou o peso dos peixes e os indicadores de estresse e da 

imunidade inata, nas condições experimentais deste estudo. A inoculação dos 

peixes com o LPS, na concentração utilizada (500 µg kg-1), não afetou a resposta 

imune inata do pacu. 

 

Palavras chave: Imunomodulação, lipopolissacarídeo, β-glucana, sistema 

imune. 
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ABSTRACT 

With the growth in the production of native fish, the aquaculture industry has used 

more intense routine managements, in general, stressful, which affect the physi-

ological balance of the animals and can lead to losses in productive performance 

and increased susceptibility to diseases. Thus, it is recommended the adoption 

of preventive managements, such as the inclusion of immunostimulants in fish 

feed, such as β-glucan, with proven action. This proposal aimed to evaluate the 

time of action of β-glucan as a promoter of innate immunity in pacu. The fish were 

stored in 16 boxes (10 fish/box), being distributed in different treatment groups. 

After 15 days of feeding, fish from four boxes of each treatment were sampled. 

From this day on, all fish received the control diet. After another 15 days, the 

samplings were repeated in the remaining boxes (four control and four glucan). 

In each sample, blood was taken to determine stress indicators (plasma glucose 

and cortisol) and innate immunity indicators (respiratory activity of leukocytes, 

serum activity of the complement system, serum concentration of lysozyme). 

Then, the fish were experimentally inoculated with LPS and sampled 3, 6 and 24 

h later to determine the aforementioned indicators. In each collection, body 

weight data were recorded to assess fish growth throughout the experiment. The 

experiment was carried out in a completely randomized design. β-glucan did not 

affect fish weight and stress indicators and innate immunity under the experi-

mental conditions of this study. The inoculation of fish with LPS, at the concen-

tration used (500 µg kg-1), did not affect the pacu's innate immune response. 

 

Keywords:  Immunomodulation, lipopolysaccharide, β-glucan, immune system. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O cenário atual da aquicultura é muito promisso. Desde a década de 80, a 

produção de organismos aquáticos vem crescendo, às custas do aumento no 

número de produtores, maior procura por proteína de origem animal de qualidade 

pela população e o maior investimento em tecnologia de produção. No entanto, 

com o aumento da produção, surgiram problemas relacionados a saúde dos 

animais, uma vez que passaram a ser estocados em altas densidades, a 

passarem por inúmeros manejos físicos e condições ambientais alteradas, que 

geram estresse e causam imunossupressão, levando-os a ficarem susceptíveis 

a patógenos oportunistas (Liu et al., 2015; Tort, 2011). 

Para tentar combater as doenças, o setor produtivo passou a fazer uso de 

antibióticos e quimioterápicos, procedimento muito questionado na atualidade, já 

que pode causar resistência bacteriana, deixar resíduos na carcaça do animal e 

gerar problemas na comercialização (Romero et al., 2012). Uma alternativa ao 

uso destes produtos é o uso de imunoestimulantes, compostos que modulam o 

sistema imunológico e aumentam a resistência dos hospedeiros contra 

patógenos (Dawood et al., 2018). Os imunoestimulantes são substâncias, que 

tem a capacidade de melhorar o mecanismo de defesa do animal, ativando uma 

proteção precoce contra patógenos (Selvaraj et al., 2005; Vallejos-Vidal et al., 

2016). 

Entre os imunestimulantes, temos as β-glucanas, macromoléculas formadas 

por blocos de glicose conectadas por ligações β-1,3 e cadeias laterais por 

ligações β-1,6. São capazes de ativar a resposta imune, fornecendo aos animais 

maior resistência a patógenos (Rodrigues et al., 2020). O imunoestimulante 

modula o sistema imune do animal, aumentando a atividade fagocitica e a 

produção de proteínas líticas, como a lisozima e de proteínas do sistema 

complemento (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014). Entretanto, mais estudos são 

necessários para se conhecer o tempo de atuação da β-glucana, após sua 
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administração. Nos últimos anos, estudos vêm discutindo o conceito de 

imunidade treinada, que sugere que os mecanismos de proteção durante uma 

reinfecção ou proteção cruzada, podem não ser exclusivamente de respostas 

imunes adaptativas, o que pode ter um importante papel pronunciado no sistema 

imunológico dos peixes (Petit & Wiegertjes, 2016). 

O peixe alvo de nosso estudo é o pacu (Piaractus mesopotamicus), uma das 

mais importantes espécies nativas de importância econômica (Valladão et al., 

2018). Porém, com o aumento da produção e a falta de biossegurança, a espécie 

vem enfrentando a ocorrência de doenças, como a infecção por diversos 

patógenos, que podem causar perdas significativas na produção. Neste 

contexto, o trabalho avaliou o tempo de atuação do imunoestimulante β-glucana, 

em pacu, com o intuito de se conhecer o tempo adequado de utilização deste 

imunoestimulante. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Animais e protocolo experimental 
 

O estudo foi realizado de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob 

o Protocolo – 08380/19, da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, 

UNESP, Jaboticabal. 

O experimento foi realizado no Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP), 

câmpus de Jaboticabal. Foram utilizados 160 juvenis de pacus (90 ± 21 g). Os 

peixes foram mantidos em 16 caixas de polietileno de 1000L (10 peixes/caixa), 

em um sistema fechado de recirculação de água e areação suplementar. Durante 

o período experimental, a água das caixas apresentou temperatura de 27 ± 1°C 

e concentração de oxigênio dissolvido de 6,56 ± 0,27 mg L-1. 

Os peixes foram mantidos no sistema, em aclimatação, por sete dias, 

recebendo ração controle. Após esse período, foi realizada uma biometria inicial, 

quando os animais foram distribuídos nos seguintes tratamentos: Grupo controle 

– alimentados com ração comercial sem a adição de β-glucana; Grupo 

tratamento – alimentados com ração comercial com adição de 0,1% de β-

glucana. Os animais foram alimentados por 15 dias, às 10h e 16h, recebendo 



Mestranda – Thaís Daltoso da Silva  Orientadora – Elisabeth Criscuolo Urbinati 

36 
Caunesp 

alimentação até a saciedade aparente. Cada tratamento continha 8 réplicas (80 

peixes/tratamento). Após 15 dias de alimentação, peixes de 4 caixas de cada 

tratamento foram pesados e amostrados (2 peixes por caixa, n=8). A partir deste 

dia, os peixes das outras 8 caixas passaram a receber a dieta controle. Após 

outros 15 dias, as pesagens e amostragens se repetiram, sendo 8 caixas (quatro 

controle e quatro glucana, n=8). Em cada dia de amostragem, os animais foram 

anestesiados com benzocaína, pesados e coletado material biológico para 

determinação de indicadores de estresse (concentração plasmática de glicose e 

cortisol) e de indicadores de imunidade inata (atividade respiratória de 

leucócitos, atividade sérica do sistema complemento, concentração sérica da 

lisozima). Em seguida, os peixes foram inoculados com injeção intraperitoneal 

com 500 µg kg-1 de LPS de E. coli (O26:B6, Sigma, código L3755, lote 

#039M4014V) dissolvidos em solução salina a 0,6%, em volume 0,01 ml g-1 de 

peixe, e amostrados novamente 3h,6h e 24h pós desafio (2 peixes por caixa, 

n=8).  

2.2. Desenho experimental 

 

 

 Figura 1. Desenho experimental do projeto. 

2.3. Processamento da ração 
 

As dietas foram preparadas pela moagem de ração comercial extrudada 

(28% PB e 3600 Kcal EB/kg) e misturada com 0,1% de β-glucana (Macrogard®, 

lote Q719120 - 1000423), fornecido pela empresa Biorigin, Brasil. Após a adição 
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do imunoestimulante na ração farelada, a dieta foi umedecida com 40% de água, 

a mistura foi homogeneizada e em seguida granulada em moedor manual para 

a confecção dos granulos, que ficaram em estufa para serem secos por 24 horas. 

2.4. Coletas e análises laboratoriais 
 

Em todas as amostragens, os animais foram anestesiados com benzocaína 

(50mg/L), pesados e o sangue retirado por punção do vaso caudal foi separado 

em microtubos que continham ou não anticoagulantes, para a realização das 

análises. 

2.4.1 Indicadores de estresse 

Em microtubos com ácido etilenodiaminotetracético, EDTA fluoretado 

(Glistab – Labtest), foi alicotado sangue para a extração do plasma e 

quantificação da concentração de cortisol e de glicose com kits comerciais 

[(Cortisol ELISA – Enzyme-Linked Immunosorbent Assay – 1887), (Labtest 

Ref.133 e DRG, respectivamente)].  

2.4.2 Indicadores de imunidade inata 

Já em microtubos com heparina, foram colocadas alíquotas de sangue total 

para a determinação da atividade respiratória de leucócitos, de acordo com pro-

tocolo de Anderson e Siwicki (1995), modificado para o pacu (Biller-Takahashi et 

al., 2013). O método consiste na determinação colorimétrica das espécies reati-

vas de oxigênio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo, baseado na redução 

do corante nitroblue tetrazolium (NBT) que forma precipitados de material inso-

lúvel com coloração azul escuro no interior do fagócito, denominados grânulos 

de formazan (Klein, 1990). A densidade óptica da solução foi determinada em 

espectrofotômetro (Thermo Scientific®, Genesys 10S UV-Vis) em comprimento 

de onda de 540nm.   

Parte do sangue foi mantida à temperatura ambiente em tubos de vidro por 

quatro horas para separação do soro, que foi utilizado para determinação da 

atividade hemolítica do sistema complemento e a concentração sérica da liso-

zima.  

A atividade hemolítica da via alternativa (HA-AP) do complemento sérico foi 
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medida de acordo com Ferriani et al. (1990) e Polhill et al. (1978) com algumas 

modificações para uso com sangue de pacu de acordo com Zanuzzo et al. 

(2017). A atividade hemolítica da via alternativa do complemento sérico foi 

medida como o tempo em segundos necessário para a densidade óptica inicial 

(0,7 a 700nm) da suspensão RaRBCs ser reduzida pela metade (~ 0,35 a 

700nm) representando 50% de hemólise mediada pelo complemento do soro. 

Por fim, para obter a atividade hemolítica da via alternativa, utilizou-se: HA-AP = 

tempo para obter 50% de hemólise (segundos). 

A concentração de lisozima sérica foi determinada com base na lise da 

bactéria Gram-positiva Micrococcus lysodeikticus de acordo com Demers e 

Bayne (1997) com modificações por Zanuzzo et al. (2017). Soluções padrão de 

lisozima de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil; L6876) 

e amostras de soro foram colocadas em uma placa de 96 poços em triplicata 

com uma suspensão de Micrococcus lysodeikticus (Sigma-Aldrich, São Paulo, 

Brasil; M3770). Após a mistura, a absorvância foi medida a 450 nm ao longo de 

10 min usando um leitor de microplaca (Multiskan Ascent Model, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Madison, WI, EUA) à temperatura ambiente. A taxa de diminuição 

da absorbância para cada amostra foi então comparada e obtida com a curva 

padrão (ng μl-1). 

2.5. Análise estatística 
 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) utilizando as 

funções lme e anova do pacote nlme (Pinheiro et al., 2020) do software R (R 

Core Team, 2020). Delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema 

fatorial 3 (períodos experimentais, i.e, efeito longitudinal) x 2 (dietas), para 

variável peso [Eq. 1], e esquema fatorial 3 (períodos experimentais) x 4 (horários 

de coleta, i.e. efeito longitudinal) x 2 (dietas), para as demais variáveis [Eq. 2], 

foram utilizados, conforme modelos a seguir: 

Yijk = μ + Di + Pj + (DP)ij + bij:k + eijk [1] 

 

Onde Yijk é a variável dependente, μ é a média geral, Di é o efeito fixo de 

dieta, Pj é o efeito fixo de período experimental, (DP)ij é a interação entre Di e 

Pj, bij:k ~ iid N(0, σb2) é o efeito aleatório da k-ésima caixa dentro da interação 
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(DP)ij, eijk é o efeito aleatório de erro residual eik ~ N(0, R), onde R é estrutura 

de correlação de ejk. Foram avaliadas as R geral (σe2), simétrica composta, 

autorregressiva de ordem 1 e autorregressiva de ordem 1 heterogênea. O critério 

de informação de Akaike, corrigido para pequenas amostras (Sugiura, 1978), foi 

utilizado para escolha da melhor R. 

Yijlk = μ + Di + Pj + bij:k + Cl + (DP)ij + (DC)il + (PC)jl + (DPC)ijl + eijlk

 [2] 

 

Onde Yijlk é a variável dependente, μ é a média geral, Di é o efeito fixo de 

dieta, Pj é o efeito fixo de período experimental, bij:k ~ iidN (0, σg2) é o efeito 

aleatório da k-ésima caixa dentro da interação (DP)ij, Cl é o efeito fixo de horário 

de coleta, (DP)ij é a interação entre Di e Pj, (DC)il é a interação entre Di e Cl, 

(PC)jl é a interação entre Pj e Cl, (DPC)ijl é a interação entre Di, Pj, Cl, e eijk é o 

efeito aleatório de erro residual eik ~ N(0, R), onde R é estrutura de correlação 

de ejk. As estruturas de correlação avaliadas são as mesmas utilizadas para a 

Eq 1. 

As médias foram comparadas por meio de comparações múltiplas utilizando 

ajuste de multiplicidade de Tukey, disponível na função emmeans do pacote em-

means (Lenth, 2019) do software R (R Core Team, 2020). Para os efeitos de 

períodos experimentais e horários de coletas as médias foram ainda compara-

das utilizando contrastes por meio de polinômios ortogonais, disponível nas fun-

ções emmeans e contrast do pacote emmeans (Lenth, 2019) do software R (R 

Core Team, 2020). P-valor menor do que 0,05 foi considerado como significativo. 

3. RESULTADOS 
 

Foram avaliados os seguintes parâmetros: peso corporal ao longo do expe-

rimento, indicadores de estresse (cortisol e glicose no plasma) e indicadores de 

imunidade (atividade respiratória de leucócitos, atividade do sistema comple-

mento – via alternativa e concentração sérica de lisozima), em peixes alimenta-

dos com ração suplementada com β-glucano, logo após a alimentação e 15 dias 

após sua suspensão, e inoculados com LPS. 

Não houve mortalidade durante o período experimental. 
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3.1. PESO CORPORAL 

 

O peso dos animais apresentou um comportamento quadrático (p=0,0020), 

quando comparamos o período experimental 1, 15 e 30 dias (Figura 2). Não ob-

servamos diferença estatística entre o grupo controle e o grupo alimentado com 

β-glucana (134±6,64 g e 127±6,64 g, respectivamente). 

 

 

Figura 2. Peso aos dias 1, 15 e 30 do experimento em pacus alimentados com ração 
controle e suplementada com 0,1 % β-glucana. Letras minúsculas indicam diferença 
entre os dias de coleta, independente do tratamento. Teste de Tukey (p<0,05). 

 

3.2. INDICADORES DE ESTRESSE 

3.2.1.   Concentração plasmática de cortisol  

 

A concentração plasmática de cortisol foi numericamente maior aos 15 

dias se comparado aos 30 dias (15 dias – 310±15,8 ng ml-1 e 30 dias – 192±15,8 

ng ml-1) (Figura 3), sem diferença estatística. Quando comparamos os tempos 

de coleta, do mesmo modo, após inoculação do LPS, observamos maior 

concentração às 3 h (290±25,8 ng ml-1) e diminuição às 6h (247±25,8 ng ml-1) e 
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24h (217±25,8 ng ml-1), mas sem diferença estatística.  

   
Figura 3. Concentração plasmática de cortisol de pacus alimentados com ração con-
trole ou com 0,1% de β-glucana, aos 15 e 30 dias, nas diferentes amostragens, após 
inoculação do LPS: 3, 6 e 24h. Ausência de letras indica que não houve diferenças 
pelo Teste de Tukey (p<0,05). 
 

3.2.2. Concentração plasmática da glicose  
 

Aos 15 dias, a concentração plasmática da glicose teve um comporta-

mento cúbico (p= 0,0001), com pico às 3h e diminuição às 6h e 24h, enquanto, 

aos 30 dias, o comportamento foi quadrático (p= 0,0001), sendo que a partir 

das 3h os níveis foram subindo (Figura 4). Tanto aos 15 quanto aos 30 dias, a 

concentração de glicose se eleva 3 h após a inoculação de LPS, sem recuperar 

o valor inicial (0h) até 24h depois.  Comparando os tempos de coleta (0, 3, 6 e 

24h) entre os períodos experimentais (15 e 30 dias), observamos diferença às 

3h (p=0,0018), quando os níveis de glicose são mais elevados aos 15 dias. Não 

houve diferença entre peixes alimentados com ração controle e ração 

suplementada com β-glucana (72,2±2,13 mg 100 ml-1 e 74,1±2,13 mg 100 ml-

1). 
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Figura 4. Concentração plasmática da glicose em pacus alimentados com ração con-
trole ou com 0,1% de β-glucana, e inoculados com LPS aos 15 e 30 dias de experi-
mento. Letras maiúsculas indicam diferença entre os períodos experimentais (15 e 30 
dias) para o mesmo tempo de coleta e letras minúsculas indicam diferença entre os 
tempos de coleta (0, 3, 6 e 24h) para o mesmo período experimental. Ausência de 
letras indica que não houve diferenças pelo Teste de Tukey (p<0,05). 

 

3.3. INDICADORES DE IMUNIDADE INATA 

3.3.1. Atividade respiratória dos leucócitos (ARL) 

 

A ARL foi mais elevada aos 30 dias em relação ao observado aos 15 

dias, independente do tratamento e manteve-se com valores semelhantes aos 

iniciais em todos os horários de coleta em ambos os tratamentos (Figura 5). 

Também não diferiu entre os tratamentos com as dietas suplementadas com β-

glucana e a controle. 
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Figura 5. Atividade respiratória dos leucócitos (ARL) de pacus alimentados com ração 
controle ou com adição de 0,1% de β-glucana, e inoculados com LPS aos 15 e 30 dias 
de experimento e amostrados 3, 6 e 24h depois. Letras minúsculas indicam diferença 
entre os dias 15 e 30 dias, pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

3.3.2. Atividade hemolítica do Sistema Complemento (HA-AP) 
 

Não observamos diferença estatística na atividade do sistema comple-

mento entre os períodos experimentais 15 e 30 dias, entre os tempos de coleta 

e entre os tratamentos com as dietas suplementadas com β-glucana e a 

controle (Figura 6). 
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Figura 6. Atividade hemolítica do sistema complemento (HA-AP) de pacus alimentados 
com ração controle ou com adição de 0,1% de β-glucana e inoculados com LPS aos 
15 e 30 dias de experimento e amostrados 3, 6 e 24h depois (p<0,05).  

 

3.3.3. Concentração sérica da lisozima 

 

A concentração sérica da lisozima não apresentou diferença estatística 

entre 15 e 30 dias, entre os horários de coleta e entre os tratamentos com as 

dietas suplementadas com β-glucana e a controle (Figura 7). 
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Figura 7. Concentração sérica da lisozima de pacus alimentados com ração controle 
ou com adição de 0,1% de β-glucana e inoculados com LPS aos 15 e 30 dias de expe-
rimento e amostrados 3, 6 e 24h depois (p<0,05). 
 

4. DISCUSSÃO 
 

O intuito deste estudo foi avaliar a duração do efeito imunoestimulante da 

β-glucana em juvenis de pacu, logo após a ração suplementada ser ofertada por 

15 dias, e 15 dias após sua suspensão. A inoculação com o lipopolissacarídeo 

LPS foi o desafio ao sistema imune, para evidenciar suas respostas, porém não 

observamos efeito do produto nos indicadores que testamos. Uma possível 

explicação para a ausência de respostas foi a concentração do LPS utilizada 

(500ug kg-1). A mesma concentração foi eficiente para tilápia (Ha et al., 2016), 

mas em pacu, em condições semelhantes às nossas, foi necessário uma 

concentração mais elevada para gerar respostas imunes (de Mello, 2020). 

O presente estudo mostrou aumento crescente de peso dos peixes ao 

longo do período experimental (1, 15 e 30 dias), o que era esperado, uma vez 

que eles receberam alimentação até a saciedade aparente, apesar de não ter 

sido encontrado diferença no crescimento dos animais que receberam ração 
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controle e ração contendo β-glucana. Em estudo realizado por Dawood et al. 

(2020), tilápias alimentadas com ração contendo β-glucana por 60 dias em 

diferentes densidades, apresentaram maior ganho de peso, demonstrando a 

importância do imunoestimulante. Aramli et al. (2015) também observaram 

aumento do peso final de Acipenser persicus alimentados por seis semanas com 

β-glucana quando comparado ao grupo controle. É possível, que no caso de 

nosso estudo, o tempo de oferta da β-glucana aos peixes tenha sido insuficiente 

para promover diferenças no crescimento. 

Em relação ao desafio do sistema imune com LPS, cujas respostas foram 

avaliadas durante 24h após a inoculação, só observamos diferenças no perfil da 

glicose circulante, aos 15 e 30 dias. As alterações são típicas de resposta de 

estresse, com elevação dos níveis da glicose a partir de 3h depois da inoculação. 

No caso do outro indicador de estresse, o perfil do cortisol também foi de 

elevação às 3 horas, no desafio com LPS, embora a significância estatística 

tenha sido prejudicada pela alta variação individual dos dados. Um aspecto a 

destacar são os valores muito elevados, de modo geral, deste indicador. Este 

dado é de difícil explicação visto que os peixes estavam estocados em condições 

de boa densidade e com condições ambientais que atendiam as exigências da 

espécie. O cortisol e a glicose são importantes indicadores fisiológicos de 

estresse em peixes e preparam os animais para possíveis desafios (Sopinka et 

al., 2016). Os dados, de forma geral, sugerem que o perfil observado nos dois 

indicadores estão associados à aplicação do LPS, uma resposta ao manejo da 

inoculação, resposta do organismo após ser ameaçado por algum estressor. 

Esse padrão de resposta tem sido descrito em estudos com  protocolos 

experimentais parecidos com o do nosso estudo (Soares et al., 2018; Montoya 

et al., 2018). 

Em relação aos indicadores da imunidade inata, não observamos 

alteração da atividade respiratória dos leucócitos, do sistema complemento e da 

concentração sérica da lisozima. A atividade respiratória dos leucócitos é 

considerada um importante indicador de imunidade inata, pois desempenha o 

papel de controle das respostas imunológicas e no combate aos patógenos 

(Babior et al., 1973), mas, neste trabalho, observamos maior atividade apenas 

aos 30 dias, quando comparado aos 15 dias, independente do tratamento 

dietético. Este aumento não está associado à β-glucana, o que torna difícil a 
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explicação desta alteração, já que os peixes dos diferentes tratamentos 

encontravam-se em condições muito semelhantes. 

O sistema complemento, outro importante indicador de competência 

imunológica, considerado essencial por desempenhar um papel de alerta e 

identificação de patógenos, além de ataque e apresentação de antígenos 

(Boshra et al., 2006), não apresentou alterações durante o experimento, quer 

seja por ação da β-glucana, ou pelo desafio com LPS. Segundo Sabioni et al. 

(2019), pacus alimentados com 0,5% de β-glucana, por 10 dias e submetidos a 

captura e inoculação de Aeromonas hydrophila  não mostraram alteração na 

resposta do sistema complemento, embora de Mello et al. (2019) tenham 

relatado potencialização do sistema complemento 24 horas após transporte e 

inoculação em pacus alimentados com β-glucana. Comparando os estudos, 

observamos diferenças nos protocolos experimentais que prejudicam uma 

análise comparativa. Da mesma forma, como na atividade respiratória dos 

leucócitos e sistema complemento, a lisozima, importante componente da 

imunidade inata por suas propriedades bactericidas em peixes (Yildiz, 2006; 

Saurabh & Sahoo, 2008), não foi afetada pelas condições do presente estudo. 

Da mesma forma, nos estudos supracitados (de Mello et al., 2019; Sabioni et al., 

2019), o tratamento com β-glucana não afetou a concentração sérica de 

lisozima. 

5. CONCLUSÕES  
 

Considerando os resultados observados, a β-glucana, após 15 dias de 

oferta e adicionais 15 dias sem o produto, não afetou o peso dos peixes, e, após 

inoculação dos animais com LPS (500ug kg-1) não houve efeito do tratamento 

com o produto nos indicadores de estresse e da imunidade inata. A ausência de 

resposta pode estar associada a concentração inadequada e insuficiente do 

lipossacarídeo.  
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