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RESUMO

O cenério atual da aquicultura mundial é muito promissor, e o Brasil tem grande
vantagem nessa atividade de producao, pois conta com grandes areas de agua
salgada e agua doce, aléem do aumento de tecnologias destinada a alcancar a
melhor produtividade. Entre as espécies produzidas, estd o pacu, com
representatividade e potencial entre os peixes nativos, pelo seu valor comercial
na aquicultura e na pesca esportiva. Porém, o aumento da producéo se da as
custas de manejos intensos que causam estresse nos animais, e podem
desenvolver disturbios fisioldégicos, que geram susceptibilidade a doencas e
consequente perda para os produtores. Como alternativa de prevencgao, esta o
uso de B-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 atuacdo de -
glucana em pacus, depois de 15 dias de alimentagdo com racdo suplementada
com 0,1% do imunoestimulante, e 15 dias ap6s a suspensdo da alimentagao
suplementada, apds inoculacdo dos peixes com lipopolissacarideo (LPS), por
meio de indicadores da resposta de estresse (concentracao de cortisol e glicose
plasmética) e do sistema imune inato (atividade respiratéria de leucécitos, a
atividade hemolitica do sistema complemento e concentracéo de lisozima). A B-
glucana nao afetou o peso dos peixes, apos o periodo de oferta, e também nédo
alterou os indicadores de estresse e da imunidade inata no desafio realizado com
LPS na concentracéo utilizada (500 pg kg de LPS de E. Coli).

Palavras chave: Sistema imune, imunidade treinada, lipopolissacarideo.
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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 B-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 B-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 B-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 pg kg 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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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL
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1. PANORAMA DA AQUICULTURA

O cenario da aquicultura mundial é muito promissor. A atividade é conhecida
por sua importancia econémica e geracdo de empregos, além de produzir
proteina de alto valor biolégico para a humanidade. Segundo a Organizacao das
Nacoes Unidas para Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2020), a aquicultura
mundial bateu um novo recorde, com 114,5 milhdes de toneladas produzidas em
2018, sendo a China o maior produtor.

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Piscicultura (PEIXE BR, 2020),
o Brasil, em 2019, atingiu produziu 758.006 toneladas de peixes, com receita de
cerca de 5,6 bilhdes de reais, com crescimento significativo da atividade, de 31%
nos ultimos seis anos. O pais tem caracteristicas hidricas que favorecem esse
crescimento da producdo de organismos aquéaticos, pois conta com 12% dos
recursos mundiais de agua doce e um vasto territorio de agua de salgada, com
potencial para exploracéo (Crepaldi et al., 2006).

A producéo brasileira de peixes, em sua maior parte, abastece o mercado
interno, porém o pais vem ganhando espaco no comeércio externo, segundo
dados da Peixe Br. No primeiro semestre de 2020, as exportagdes brasileiras
aumentaram 33%, se comparado ao mesmo periodo de 2019. Acredita-se que a
tendéncia seja o aumento do consumo, uma vez que, nas Ultimas décadas, o
comércio de produtos provindo da aquicultura acompanha o desenvolvimento
dos padrdes de qualidade e seguranca alimentar, 0 que garante protecdo ao
consumidor que busca uma qualidade de vida melhor. A proteina dos peixes
representa uma fonte valiosa para diversificagdo de uma dieta saudavel, por
oferecer vitaminas como A, B e D, além de minerais, aminoacidos essenciais e
o 6mega 3 (FAO, 2020). Com esse crescimento no consumo, a aquicultura
moderna vem buscando aperfeicoar os sistemas de producdo para garantir a
demanda de peixes e satisfazer as necessidades de proteina de qualidade para

a populacéo.

2. A INTENSIFICACAO DA PRODUGCAO

Desde a década de 80, a produgdo de organismos aquaticos vem crescendo,

12
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devido a percepcédo das caracteristica nutricionais que essas fontes de proteina
oferecem, além dos estudos que cada vez mais melhoram a tecnologia de
produgdo. No entanto, com o crescimento e a intensificagao, surgiram desafios,
uma vez que 0s animais passaram a ser estocados em altas densidades, sujeitos
a inumeros manejos fisicos e condicbes ambientais alteradas que causam
estresse. Nessa condicdo, ocorrem alteracdes fisiolégicas que afetam
negativamente a eficéncia do sistema imunologico, comprometendo a
resisténcia aos patégenos do ambiente (Tort, 2011).

Com o aumento da producdo, houve aumento de doencas que afetam o
desempenho dos peixes, diminuindo sua eficiéncia alimentar e o crescimento,
com reducao significativa da producédo e perdas econdmicas para a aquicultura.
Segundo Tavares-Dias e Martins (2017), no Brasil, as doencas resultam em uma
perda anual de 15% na producéo da piscicultura de agua doce. Assim, o grande
desafio para o setor passou a ser 0 aumento da produtividade, das taxas de
sobrevivéncia, combatendo as doencas, cujo aparecimento €, muitas vezes,
favorecido pela densidade de estocagem, qualidade de agua, entre outros
fatores. Para tentar combater as doencas, o setor produtivo passou a fazer uso
de antibiéticos e quimioterapicos, procedimento muito questionado na
atualidade, ja que podem causar resisténcia bacteriana, deixar residuos na
carcaca do animal e gerar problemas na comercializacdo (Romero et al., 2012).

O wuso indiscriminado dos antibiéticos na aquicultura levou ao
desenvolvimento de varias cepas bacterianas resistentes e, como consequéncia
disso, a necessidade de administragéo alternada dos antimicrobianos (Park et
al.,, 2012). Além disso, 60 a 73% das doses de antibiéticos e outros
medicamentos quimicos utilizados nos peixes podem ser excretados pelas
fezes, contaminando o ambiente (Rigos et al., 2004).

Com o aumento gradativo no uso inadaquado dos antibiéticos e levando em
consideracdo a preocupacdo com a seguranca alimentar, a pesquisa e a
producdo de agentes bioldgicos e ndo toxicos, para serem utilizados como
alternativa aos antibioticos, passou a ser uma meta no setor de producdo de
organismos aquaticos. Como exemplo, estdo os imunoestimulantes, que podem
induzir uma forte resposta de defesa no organismo, além de aumentar a

capacidade de resisténcia a doencas na aquicultura (Wang et al., 2017).
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3. SISTEMA IMUNE

O sistema imunoldgico é um importante mecanismo de sobrevivéncia para
todos o0s animais, pois possui um conjunto de componentes que defende o
organismo contra substancias estranhas e patogénicas. Do ponto de vista
evolutivo, estudar o sistema imune de invertebrados se tornou indispensavel,
pois a partir disso pode-se caracterizar a histéria evolutiva do sistema
imunologico de todos os vertebrados (Zhu et al., 2012).

Diferente dos mamiferos, os peixes ndo possuem medula 6ssea e linfonodos,
sendo os tecidos e 6rgdos que constituem o sistema imune destes animais,
chamados de linfoides, e sao: rins, timo, baco e tecidos linfoides associados a
mucosa, todos eles sdo desenvolvidos durante o periodo larval (Biller-Takahashi
et al., 2014, Press & Evensen, 1999).

O rim cefalico, nos peixes, pode ser comparado com a medula 6ssea, tem
grande importancia na hematopoiese, responsavel pela formacédo de varias
células, como os macréfagos, mondcitos e granulécitos. O timo se localiza na
regido dorsolateral das branquias (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014), onde
ocorre o desenvolvimento e maturacdo dos linfécitos T (Bowden et al., 2015). J&
o baco, é dividido em duas regides, a polpa branca que esta relacionada a
formacdo das células de defesa, e a polpa vermelha responsavel pela fagocitose
das células anormais ou velhas, este orgdo também esta associado a formacéao
de anticorpos (Press & Evensen, 1999; Rodrigues et al.,, 2020). Os tecidos
linfoides associados a mucosas, que incluem pele e branquias, sdo responsaveis
pela producdo de muco que contem importantes proteinas, como a lisozima e
proteinas do sistema complemento, e sdo a barreira inicial contra os invasores
(Dalmo et al., 1997).

Em peixes, assim como nos vertebrados superiores, as respostas
imunoldgicas sao divididas em inatas e adaptativas, e podem ser influenciadas
por varios fatores, como micro e macronutrientes, agentes estressores, efeitos
sazonais e hormonais (Fletcher, 1997), e estes dois sistemas atuam juntos para

destruir invasores e desencadear varios mecanismos de defesa.

3.1. Sistema lmune Inato
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O sistema imune inato € considerado a primeira linha defesa, mediada por
barreiras quimicas, fisicas 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 por¢des (Pamps — Pathogen as-
sociated molecular patterns) provenientes de agentes infecciosos ou microrga-
nismos da microbiota normal, tais como lipopolissacarideos, peptidioglicanos,
DNA bacteriano ou RNA viral, ou ainda outras moléculas encontradas nas mem-
branas de microrganismos multicelulares (“non-self”), ndo reconhecendo compo-
nentes do préprio organismo, pois 0s genes que codificam estes receptores
(PRRs — Pattern recognition receptors) estdo presentes no genoma do orga-
nismo. Os Pamps s&o normalmente por¢cdes altamente conservadas durante a
evolucdo das espécies e estdo presente na maioria dos microrganismos (Jane-
way, 1989; Elward & Gasque, 2003; Goldsby et al., 2003).

Dentre os componentes do sistema imune inato esta o tegumento, formado
por pele e muco, sendo considerado a barreira inicial contra patdogenos. Estes
componentes sdo especializados em atuar contra a entrada de microrganismos
nocivos. A superficie do corpo dos peixes funciona como uma barreira mecanica,
com células especializadas que secretam componentes bactericidas
responsaveis por impedir a entrada de microrganismos (Subramanian et al.,
2007; Urbinati et al., 2020). Frequentemente, as barreiras do tegumento séo
suficientes para evitar a entrada de patdégenos, porém, caso ndo sejam
suficientes, e estes consigam penetrar nos tecidos e corrente sanguinea,
componentes celulares e humorais irdo reconhecé-los e atuar na tentativa de
degrada-los (Ellis, 1999).

Componentes celulares sdo outro parametro importante do sistema imune
inato, composto por células de defesa, como granuldcitos, macrofagos e células
natural killer. Os granuldcitos séo as primeiras células responsaveis por atingir o
foco da inflamacé&o e destruicdo dos patdgenos, seguida pelos macréfagos que
fagocitam os detritos celulares e células patogénicas. As células natural killers
lisam células estranhas ou infectadas por virus e produzem imunorreguladores
de citocinas (Raulet, 2004; Magnadottir, 2006; Urbinati et al., 2020). As células
que possuem a capacidade de fagocitar e destruir 0 agente infeccioso séo
chamadas de fagocitos, e este mecanismo é muito importante, pelo papel de

defesa do organismo contra infeccbes e participacdo noS processos
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imunorregulatérios, limitando a disseminacdo de agentes infecciosos pelo
organismo dos peixes (Ellis, 2001).

Durante as etapas da fagocitose, acontece uma importante etapa, chamada
de exploséo respiratéria dos leucécitos, conhecida como “burst” oxidativo.
Durante a fagocitose, 0 oxigénio é reduzido numa série de reacdes metabolicas
intracelulares. Por acdo da enzima superdxido dismutase (SOD), ha formacao
de peroxido de hidrogénio (H202), substrato da enzima mieloperoxidase (MPO)
liberada pelos leucécitos granulares, que gera a formacédo de hipoclorito e
producao de cloramina. Esses radicais produzidos contribuem para a destruicdo
de microrganismos (Verlhac et al., 1998).

Ha também a acdo de elementos humorais inatos, presentes em concentra-
cOes elevadas logo apds a invasdo de agentes patogénicos e sdo muito utiliza-
das como indicadores do sistema imune inato e no diagnostico de doencas
(Bayne & Gerwick, 2001). Os componentes humorais podem ser fatores
inibidores do crescimento de bactérias, como exemplo, a transferrina,
antiproteases, lisozima, proteina C reativa e proteinas do sistema complemento
(Urbinati et al., 2020). Dentre estes, a lisozima é um importante mecanismo de
defesa que promove protecao contra organismos invasores. Essa enzima tem a
capacidade de lisar bactérias Gram positivas, Gram negativas, virus e parasitas,
e junto com proteinas do sistema complemento agem sobre bactérias Gram
negativas (Alexander & Ingram, 1992). Em peixes, pode ser encontrada
principalmente em tecidos que contém grande quantidade de leucdcitos,
principalmente neutréfilos, mondécitos e macrofagos, sendo assim, sua maior
concentracdo esta no rim anterior, seguido do trato digestério, baco, muco, soro,
branquias, figado e musculo (Murray & Fletcher, 1976).

O sistema complemento é considerado um dos mais importantes
componentes de defesa do sistema inato, e € composto por um conjunto de
proteinas solaveis no plasma, sendo o principal efetor do sistema imune humoral
e mediador dos processos inflamatérios. Estas proteinas geralmente se
encontram na forma inativa na circulacdo, e para que exergam suas fungdes é
necessario que ocorra sua ativacdo, de maneira sequencial, com efeito cascata
(Biller-Takahashi et al., 2012; Urbinati et al., 2020). S&o trés as diferentes vias
que podem promover a ativagdo: a via classica, a via alternativa e a via lectina

(Holland & Lambris, 2002). Em peixes, a via alternativa, ativada por moléculas
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de superficie de microrganismos, é a que ocorre mais comumente e demonstra
a importancia da resposta inata (Yano, 1996). Essas proteinas do sistema
complemento podem atuar nos processos de quimiotaxia, quando acontece a
lise celular e recrutamento de macrofagos e neutréfilos para o local da infeccao,
de opsonizacdao, para inativacao das toxinas liberados pelos agentes patologicos
e, por ultimo, na fagocitose (Secombes, 1996).

Na maioria das vezes, as infec¢des sédo controladas por componentes do sis-
tema imune inato, por macrofagos, neutrofilos e outras moléculas. Ao mesmo
tempo, células deste sistema séo responsaveis pela estimulacéo e ativacao das
respostas do sistema de defesa adaptativo (Wedemeyer, 1997).

Nos ultimos anos, vem sendo discutido um novo conceito no campo da imu-
nidade inata, que sugere que 0os mecanismos de protecao durante uma reinfec-
cao ou protecdo cruzada, podem nédo ser exclusivamente de respostas imunes
adaptativas, esse conceito € chamado imunidade treinada, ou uma resposta
imune inata aumentada. Esta, pode ser descrita por trés critérios: (I) a imunidade
treinada pode ser induzida apds uma infeccéo primaria ou imunizacao e, poste-
riormente, fornecer protecédo contra uma infeccdo secundaria de uma maneira
independente de linfécitos T e B, (II) pode ser menos especifico do que a res-
posta imune adaptativa, mas ainda demonstrar maiores respostas a resisténcia
apos a reinfeccdo do hospedeiro e (l1l) células inatas como, macrofagos e células
natural killers, sdo os principais participantes do mecanismo, que envolve um
melhor reconhecimento do patégeno e uma maior resposta inflamatéria (Netea
et al., 2011). Esse fen6meno sugere que a imunidade treinada possa ter um im-
portante papel pronunciado no sistema imunolégico dos peixes, mas ainda pre-
cisa ser mais investigado, para que se possa obter respostas especificas da sua

acao em peixes (Petit & Wiegertjes, 2016).

3.2. Sistemaimune adaptativo

O sistema imune adaptativo consiste em uma rede complexa de células, ge-
nes e mecanismos de sinalizacdo celular, cuja funcdo permite que os organis-
mos respondam especificamente aos antigenos (Souza et al., 2019). Com a pre-

senca de um antigeno na corrente sanguinea, que pode ser uma célula ou uma
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molécula estranha, hd aumento de anticorpos especificos na circulagéo, e for-
macao de uma memoria imunoldgica, portanto a imunidade especifica existe
quando um organismo ja sofreu alguma exposi¢do anterior ao patégeno, porém
0 repertorio de anticorpos desse sistema é limitado. Além disso, as respostas
sao consideradas lentas, podendo demorar semanas apos a infeccdo para se-
rem ativadas (Uribe et al., 2011).

A resposta adaptativa esta dividida em resposta imune humoral e celular. A
resposta humoral esta associada aos anticorpos, que se ligam e marcam 0s
agentes invasores para que eles sejam fagocitados (Ellis, 2001). Com a invaséo
dos microrganismo patogénicos no organismo dos peixes, os linfécitos B, que
possuem em sua membrana receptores especificos para antigenos, se multipli-
cam e formam células que sofrem diferenciacao, originando plasmacitos (linfoci-
tos B ativados), responsaveis pela producéo e liberacdo de anticorpos na cor-
rente sanguinea (Goldsby et al., 2000), e células de memdria que sao capazes
de memorizar a estrutura dos patégenos e elaborar respostas em novas reinfec-
cOes (Secombes, 1996).

A via celular é representada pelos linfocitos T (linfécitos T auxiliares, linfocitos
T citotoxicos, linfocitos T supressores e linfocitos T memaria). Apds um patdégeno
ter invadido o organismo do animal e ter sido fagocitado por macrofagos, frag-
mentos celulares ligam-se a marcadores na superficie do macréfago, e os linfé-
citos T possuem a capacidade de reconhecer antigenos que se ligam a estes
marcadores que irdo secretar citocinas, proteinas que ativam outras células,
como exemplo linfocito B, responsavel pela producdo de anticorpos, que tera
como funcéo a tentativa de destruicdo do agente invasor (Bernstein et al., 1998;
Abbas & Lichman, 2004).

A acéo conjunta dos dois sistemas, inato, como a primeira protecao do orga-
nismo, e adaptativo, como memoria imunolégica, é de extrema importancia para
garantir a sobrevivéncia e preservar a vida dos animais em ambientes aquaticos,
que é repleto de microrganismos, estando susceptiveis a exposi¢do aos patoge-

nos.

4. IMUNOESTIMULANTES

Os aditivos imunoestimulantes podem ser definidos como substancias
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guimicas, sintéticas ou bioldgicas, capazes de modular o sistema imunoldgico e
aumentar a resisténcia do hospedeiro & doencas infecciosas causadas por
patébgenos (Bricknell & Dalmo, 2005). Dentre eles, podemos citar 0s
polissacarideos, 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 inicio na década de 80, pois estas
substéancias apresentam agcfes como 0 aumento da duracédo da atividade da
resposta imune inespecifica e por ter um modo de acdo generalizado, pois ndo
agem contra um organismo em especifico, caracterizando seu poder profilatico
geral (Rodriguez et al., 2003).

Os imunoestimulantes podem atuar no sistema imune inespecifico,
aumentando a atividade fagocitica e bactericida das células de defesa e no
sistema imune especifico. Além disso, podem ser utilizados como adjuvantes em
vacinas para potencializar os resultados e caso haja falha na resposta a
vacinacao (Sahoo, 2007).

Em peixes, os imunoestimulantes podem aumentar a capacidade fagocitica
de neutrdfilos e linfocitos, estimular a secrecdo de citocinas e linfécitos, obter
respostas de anticorpos e cordenar a imunidade celular e humoral. Além disso,
0 uUso pode aumentar as taxas de crescimento, de sobrevivéncia e resisténcia a
doencas, encontradas na aquicultura. Seus efeitos podem estar relacionados a
diferentes fatores, como sua estrutura, o tempo e forma de administracao (Bai et
al., 2019).

Segundo o NCR (2011), os produtos microbianos ou micrébios inativados,
como os lipopolissacarideos, os B-glucanas, lactoferrina, peptidoglicanos, entre
outros, podem estimular o sistema imune, destacando a importancia de sua
utilizacdo na producdo aquicola, uma vez que 0s manejos estressantes, tais
como: selecédo, despeca, vacinacao e transporte, entre outros, podem causar
imunossupressao e baixa resisténcia a patégenos, pois rompem o equilibro
homeostéatico 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 imunolégico dos peixes (Zanuzzo et al., 2017;
de Mello et al., 2019).

E conhecido que os imunoestimulantes sdo uma importante ferramenta para

a aquicultura, pois ao serem ofertados, por administracao oral, antes de eventos
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estressantes, promovem resultados satisfatérios, preparando o animal para
futuras exposicdes a patdégenos. As B-glucanas demonstraram ser importante
imunoestimulante, pois melhoram a saude animal de duas maneiras,
estimulando bactérias benéficas gastrointestinais e diretamente no sistema
imunologico pela absorcéo no intestino delgado (Urbinati et al., 2020).
Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos para melhor compreensao
de diversos fatores como o mecanismo de acdo, formas de administragéo,
concentracdo adequada e periodo para ser ofertado. Além disso, deve-se levar

em consideracao a acdo em diferentes estagios do desenvolvimento animal.

5. B-GLUCANA

Dentre os imunoestimulantes, temos as B-glucanas, um polissacarideo,
macromolecular, formada por uma cadeia principal de unidades 3-1,3 e 3-1,6,
que podem sofrer alteracdes e variagdes estruturais, dependendo da fonte e
método de extracdo, podendo ter efeitos pré ou antiflamatérios no sistema
imunologico, além de ter diferentes funcionalidades nutricionais e de saude
(Pilarski et al., 2017). Estdo amplamente distribuidas em bactérias, fungos,
plantas e algas e s&o encontradas principalmente em cereais como a cevada e
a aveia (Genc et al.,, 2001). As B-glucanas séo utilizadas como ingredientes
funcionais para produzir produtos nutricionais e saudaveis. Em humanos, por
exemplo, reduzem o colesterol, além de possuir efeitos benéficos como a
imonumodulacgéo (Bai et al., 2019)

Na aquicultura, um dos imunoestimulante mais utilizado é a B-glucana
proveniente da parede celular de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), que
apresenta propriedades imunomodulatérias, antivirais, antimicrobianas,
antiparasitarias (Wasser & Weis, 1999), além de melhorar o ambiente intestinal
(Irianto & Austin, 2002). Segundo Montoya et al. (2017), B-glucana modulou o
perfil do cortisol e aumentou a mobilizacdo e atividade dos leucécitos em
matrinxas, 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 B-glucano, e que foram estressados pelo manejo de
transporte, niveis de cortisol diminuidos, sugerindo que o composto teve um

efeito protetor evitando niveis elevados do hormonio, evidénciando seu efeito
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imunomodulador.

Existem algumas formas de administracdo da B-glucana, como exemplo,
administragao oral, injec&o intraperitoneal, intravenosa ou subcutanea e banhos
de imersdo. O método mais utilizado na aquicultura é administracdo oral, que
apesar de ter um efeito menos intenso, se comparado com métodos injetaveis,
€ 0 mais pratico, por ndo ser estressante, ja que € oferecido via racdo, além
demonstrar efeitos profilaticos, efeitos imunomoduladores significativos e
modificar a composicdo da microbiota intestinal (Rodrigues et al., 2020).

O método de injecao, que apesar de ndo ter grande custo beneficio, uma vez
que depende de mé&o de obra qualificada e de causar estresse no manejo, é
bastante eficaz em estimular o sistema imunolégico, 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 unica dose intraperitoneal de [3-
glucana, em truta arco-iris, resultou em protecdo contra infeccdo por Loma
salmonae, semelhante a resultados obtidos com alimentacdo, que utilizou
concentracfes 10 vezes maiores de B-glucana. Os banhos de imersdo também
sdo uma alternativa promissora, uma vez que banhos com [-glucana
melhoraram significativamente a cicatrizacdo de feridas na pele de carpa
(Przybylska et al., 2013).

Estruturas presentes na B-glucana, os PAMPs - Padrdo Molecular Associado
aos Patdégenos - possuem afinidade para Receptores de Reconhecimento
Padréo, os PPRs, e essa interacao constitui um importante aspecto de resposta
imune, pois a partir disso ocorre a estimulacdo das células imunolégicas (Palti,
2011). Com a ativacao do sistema imune, ha uma melhora na atividade fagocitica
e citotoxica nos magrofagos (Tsiapali et al., 2001).

Em mamiferos, a B-glucana ativa a imunidade inata, pois possui ligacdo ao
receptor especifico de B-glucana, dectina-1 em macréfagos, que pode estimular
a atividade fagocitica e aumentar a atividade respiratorio dos leucdcitos, além
disso, também ativa células imunes adaptativas, como células B, T, células
natural killers, eosindfilos e neutréfilos (Batbayar et al., 2012). Nos teledsteos,
sabe-se que os TLRs, sdo receptores que desencadeiam respostas imunes ina-
tas, ativando vias de sinalizacdo (Zhou et al.,, 2018). Para a ativacdo da [-
glucana, alguns estudos sugeriram como receptores de reconhecimento, a

proteina C3 do complemento, lectinas, membros da familia CLR, e receptores
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como TLR2 (Pietretti & Wiegertjes, 2014), e o efeito do uso da B-glucana como
um imunoestimulante, é bem semelhante aos obtidos pelos mamiferos
(Rodrigues et al., 2020).

Apesar dos efeitos imunomoduladores da B-glucana, essas respostas podem
variar e estudos sobre a dose e o tempo de administracdo adequado sao
necessarios. Alguns autores sugerem que baixas concentragdes de B-glucana
administradas por um periodo curto favorecem a resposta imune, j4 altas
concentracfes oferecidas por longos periodos provocam o efeito inverso,
reduzindo a resposta imune, por causar uma exaustdo 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 B-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 ap6s o desafio nas maiores concentracfes da B-glucana (0,4 e
0,8%). Recentemente, Koch et al. (2021) demonstraram resultados importantes
para a aquicultura. Tilapias foram alimentadas, por 0, 15, 30 e 45 dias, com
dietas contendo 0,1% de B-glucana, e 10 dias depois da retirada do produto
realizaram infeccdo com Aeromonas sobria e Streptococcus agalactiae, os
animais alimentados com o imunoestimulante por 45 dias, apresentaram maior
taxa de sobrevivéncia quando se comparado a qualquer outro grupo. Além disso
o estudo demonstrou que independente do periodo de administragao, a [3-
glucana melhorou as respostas imunes inatas, refutando as hip6teses descritas
anteriomente.

Estudos recentes estdo demonstrando que o uso de B-glucana pode ter
efeitos por periodos mais longos, apdés a retirada do imunoestimulante, que pode
ser explicado pela imunidade treinada. Petit & Wiegertjes (2016) demonstraram
uma série de informacdes e estudos que indicam efeitos de longa duracéo esti-
mulados pelo uso de B-glucana, possivelmente com base para macréfagos.
Garoupas alimentadas com uma dieta contendo uma mistura de B-glucana de
cogumelo por 12 dias apresentaram maior protecdo a infeccdo por Vibrio
alginolyticus, 15 dias apo0s a retirada da racdo com glucana e alimentadas com
racao controle (Chang et al., 2013).

Com essas evidéncias, é necessario que sejam feitos estudos sobre o0s

periodos de uso de B-glucana e encontrar mais respostas sobre a acdo do
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imunoestimulante na imunidade treinada.

6. LPS (Lipopolissacarideo)

O lipopolissacarideo € denominado de endotoxina ou pirdgeno, no entanto
na literatura relacionada a aquicultura o termo LPS é mais comum (Swain et al.,
2008). O LPS é uma molécula complexa de lipopolissacarideos presente na
parede celular de bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivas (Wexler
& Oppenheim, 1979). Estas moléculas sdo liberadas apds a destruicdo das
bactérias e sdo capazes de causar respostas imunoldgicas potentes, tais como
respostas inatas pré-inflamatérias (Morrison et al., 1985; Morrison & Ryan, 1987;
Swain et al., 2008).

Em mamiferos, o LPS pode ser responsavel por efeitos negativos como
coagulacao intravascular disseminada, hipotensédo, choque e morte, porém em
vertebrados basais, como anfibios e peixes, as respostas séo diferentes uma vez
gue estes sdo mais tolerantes aos efeitos adversos do LPS. Quando aplicado
em pequenas quantidades tem a capacidade de estimular a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, ativacdo dos macrofagos e proliferacdo de
linfécitos B (Sakai, 1999; Sarmento et al., 2004). Foi observado também que o
LPS pode aumentar os niveis circulantes de cortisol, proteina C reativa (CRP) e
induzir a producdo de componente C3 do sistema complemento em peixes.
Porém, segundo White et al. (1984), as modificacdes e respostas que o LPS
pode causar dependem de alguns fatores como a fonte de lipopolissacarideo
utilizada, o método empregado para seu isolamento e a via de aplicacdo da
endotoxina.

Estudo realizado por Ha (2016), no qual tildpias do Nilo (Oreochromis
niloticus) foram desafiadas por injecéo intraperitoneal da endotoxina LPS (500
ug kgt de peixe), indicou que LPS induziu uma resposta imune, como a atividade
da lisozima e a explosao respiratdria dos leucocitos, sugerindo que a endotoxina
é considerada eficaz para desafios imunologicos.

O uso do LPS também mostrou resultados, em um trabalho realizado por
Sousa (2020), no qual foram testados diversos niveis de carboidratos e proteinas
nas dietas de surubim (Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans), que

posteriormente foram desafiados com o lipopolissacarideo. Observou-se que a
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maioria das variaveis hematologicas aumentaram, demonstrando o potencial da
endotoxina, como desafio imunolégico.

Com essas caracteristicas do LPS, o mesmo vem sendo estudado e utilizado
como um ativador, capaz de promover inflamacéo e imunomodulacdo em peixes

e vem sendo uma boa alternativa para induzir a imunidade.

7. PACU (Piaractus mesopotamicus)

O modelo biolégico escolhido para este estudo foi o Piaractus
mesopotamicus (Holmberg 1887), popularmente conhecido como pacu, da
familia Characidae. E uma espécie de grande representatividade e importancia
entre 0s peixes nativos pelo seu valor comercial na aquicultura, além de exibir
um comportamento alimentar adaptativo e suportar longos periodos de restricdo
alimentar (Favero et al., 2018). E natural da América do Sul, sendo encontrado
com maior frequéncia nas bacias dos rios Parand, Uruguai e Paraguai. No Brasil,
sua maior distribuicdo estd concentrada no Centro-Oeste, Mato Grosso e
Pantanal (Petrere Jr, 1989).

O pacu tem o habito alimentar onivoro, preferencialmente frugivoro (Urbinati
& Takahashi, 2020), porém apresenta boa aceitacdo de ra¢fes artificiais, o que
garante sucesso na producdo. Além dessa caracteristica, somada a outras,
como ganho de peso elevado, rusticidade, facilidade de adaptacdo em sistema
de criagcdo em tanques e viveiros (Jomori et al., 2008), o pacu ainda tem um
papel de extrema importancia na regeneracao das florestas, como importantes
dispersores de sementes (Galetti et al., 2008).

Assim, a espécie vem sendo cada vez mais produzida devido suas
caracteristicas positivas e carne branca de excelente qualidade, e
consequentemente cresce a preocupagcao dos produtores em melhorar os
ambientes de criacdo, uma vez que estes podem causar estresse, levando a
varias mudancas fisiolégicas nos animais, que tentam compensar os desafios,
para conseguir passar pelo estresse que lhe foi imposto (Abreu et al., 2009).

Sendo assim, € de extrema importancia para a criacado, a adocdo de boas
praticas de manejo, entre elas a inclusdo de imunoestimulantes nas rac¢des, que
minimizam os efeitos estressores e melhoram as respostas frente a possiveis

infecgcbes, modulando o sistema imune do animal.
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CAPITULO 2

DURACAO DO EFEITO IMUNOESTIMULANTE DA GLUCANA

POS ADMINISTRACAO EM PACU.
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RESUMO

Com o crescimento na producdo de peixes nativos, a industria aquicola tem
utilizado manejos de rotina mais intensos, em geral, estressantes, que afetam o
equilibrio fisiolégico dos animais e podem levar a prejuizos no desempenho e
aumento da suscetibilidade as doencas. Assim, é recomendavel a adocao de
manejos preventivos, como a inclusdo de imunoestimulantes na alimentacao dos
peixes, como a 3-glucana. Esta proposta avaliou o tempo de acao da 3-glucana
como promotor da imunidade inata em pacu. Os peixes, estocados em 16 caixas
(10 peixes/caixa), foram distribuidos em diferentes tratamentos. Apos 15 dias de
alimentacdo, peixes de quatro caixas de cada tratamento foram amostrados. A
partir deste dia, todos os peixes receberam a dieta controle. Apo6s outros 15 dias,
as amostragens se repetiram (quatro controle e quatro glucana). Em cada
amostragem, o sangue foi retirado para determinacdo dos indicadores de
estresse (glicose e cortisol plasmaticos) e os indicadores de imunidade inata
(atividade respiratéria de leucécitos, atividade sérica do sistema complemento,
concentracdo sérica da lisozima). Em seguida, os peixes foram inoculados
experimentalmente com LPS e amostrados 3, 6 e 24 h depois para determinacdo
dos indicadores citados. Em cada coleta, foram registrados os dados de peso
corporal para avaliacdo do crescimento dos peixes ao longo do experimento. A
B-glucana ndo afetou o peso dos peixes e os indicadores de estresse e da
imunidade inata, nas condi¢cdes experimentais deste estudo. A inoculacdo dos
peixes com o LPS, na concentracédo utilizada (500 pg kgt), ndo afetou a resposta

imune inata do pacu.

Palavras chave: Imunomodulacéo, lipopolissacarideo, B-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 B-glucan, with proven action. This proposal aimed to evaluate the
time of action of B-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. B-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 pg kgt), did not affect the pacu's innate immune response.

Keywords: Immunomodulation, lipopolysaccharide, B-glucan, immune system.
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1. INTRODUCAO

O cenario atual da aquicultura é muito promisso. Desde a década de 80, a
producdo de organismos aquaticos vem crescendo, as custas do aumento no
namero de produtores, maior procura por proteina de origem animal de qualidade
pela populacdo e o maior investimento em tecnologia de producéo. No entanto,
com o aumento da producdo, surgiram problemas relacionados a saude dos
animais, uma vez que passaram a ser estocados em altas densidades, a
passarem por inidmeros manejos fisicos e condi¢des ambientais alteradas, que
geram estresse e causam imunossupressao, levando-os a ficarem susceptiveis
a patégenos oportunistas (Liu et al., 2015; Tort, 2011).

Para tentar combater as doencas, o0 setor produtivo passou a fazer uso de
antibiéticos e quimioterapicos, procedimento muito questionado na atualidade, ja
gue pode causar resisténcia bacteriana, deixar residuos na carcaca do animal e
gerar problemas na comercializacdo (Romero et al., 2012). Uma alternativa ao
uso destes produtos € o uso de imunoestimulantes, compostos que modulam o
sistema imunolégico e aumentam a resisténcia dos hospedeiros contra
patogenos (Dawood et al., 2018). Os imunoestimulantes sédo substancias, que
tem a capacidade de melhorar o mecanismo de defesa do animal, ativando uma
protecdo precoce contra patdgenos (Selvaraj et al., 2005; Vallejos-Vidal et al.,
2016).

Entre os imunestimulantes, temos as B-glucanas, macromoléculas formadas
por blocos de glicose conectadas por ligagdes B-1,3 e cadeias laterais por
ligacdes (-1,6. S&o capazes de ativar a resposta imune, fornecendo aos animais
maior resisténcia a patdégenos (Rodrigues et al., 2020). O imunoestimulante
modula o sistema imune do animal, aumentando a atividade fagocitica e a
producdo de proteinas liticas, como a lisozima e de proteinas do sistema
complemento (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014). Entretanto, mais estudos séo

necessarios para se conhecer o tempo de atuacdo da [B-glucana, apos sua
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administracdo. Nos Ultimos anos, estudos vém discutindo o conceito de
imunidade treinada, que sugere que 0os mecanismos de prote¢cdo durante uma
reinfeccdo ou protecdo cruzada, podem né&o ser exclusivamente de respostas
imunes adaptativas, o que pode ter um importante papel pronunciado no sistema
imunologico dos peixes (Petit & Wiegertjes, 2016).

O peixe alvo de nosso estudo € o pacu (Piaractus mesopotamicus), uma das
mais importantes espécies nativas de importancia econdmica (Valladao et al.,
2018). Porém, com o aumento da producao e a falta de biosseguranca, a espécie
vem enfrentando a ocorréncia de doencas, como a infeccdo por diversos
patbgenos, que podem causar perdas significativas na producdo. Neste
contexto, o trabalho avaliou o tempo de atuacao do imunoestimulante (3-glucana,
em pacu, com o intuito de se conhecer o tempo adequado de utilizacdo deste

imunoestimulante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e protocolo experimental

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob
o Protocolo — 08380/19, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Jaboticabal.

O experimento foi realizado no Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP),
campus 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 recirculacdo de 4gua e areacao suplementar. Durante
o periodo experimental, a 4gua das caixas apresentou temperatura de 27 + 1°C
e concentracdo de oxigénio dissolvido de 6,56 + 0,27 mg L.

Os peixes foram mantidos no sistema, em aclimatacdo, por sete dias,
recebendo racado controle. Apos esse periodo, foi realizada uma biometria inicial,
guando os animais foram distribuidos nos seguintes tratamentos: Grupo controle
— alimentados com racdo comercial sem a adicdo de [-glucana; Grupo
tratamento — alimentados com racdo comercial com adicdo de 0,1% de [-

glucana. Os animais foram alimentados por 15 dias, as 10h e 16h, recebendo
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alimentacéo até a saciedade aparente. Cada tratamento continha 8 réplicas (80
peixes/tratamento). Apds 15 dias de alimentacdo, 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. Apos
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 benzocaina, pesados e coletado material bioldégico para
determinacao de indicadores de estresse (concentracdo plasmatica de glicose e
cortisol) e de indicadores de imunidade inata (atividade respiratoria de
leucécitos, atividade sérica do sistema complemento, concentragdo sérica da
lisozima). Em seguida, os peixes foram inoculados com injegao intraperitoneal
com 500 pg kg! de LPS de E. coli (026:B6, Sigma, cédigo L3755, lote
#039M4014V) dissolvidos em solucéo salina a 0,6%, em volume 0,01 ml g de
peixe, e amostrados novamente 3h,6h e 24h pos desafio (2 peixes por caixa,
n==8).

2.2. Desenho experimental

15 dias de alimentagéo, Todas as caixas passaram
cada tratamento com sua a receber ragao controle Em cada dia de coleta os
ragao especifica por mais 15 dias peixes foram inoculados com

| | injec&o intraperitoneal com

f | \ 500 pg kg™ de LPS de E. coli,
em volume de 0,01 ml g' de
| Grupo peixe, e amostrados
controle  novamente 3h,6h e 24h pos
desafio (2 peixes por caixa,
n=8).

Grupo
| 0,1% B-glucana

Apos 15 dias de Ao final de 15 dias,
alimentagao, 4 mais 4 caixas de
caixas de cada cada tratamento

tratamento foram foram amostradas

amostradas

Figura 1. Desenho experimental do projeto.

2.3. Processamento daracao

As dietas foram preparadas pela moagem de racdo comercial extrudada
(28% PB e 3600 Kcal EB/kg) e misturada com 0,1% de B-glucana (Macrogard®,
lote Q719120 - 1000423), fornecido pela empresa Biorigin, Brasil. Apos a adicéo
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do imunoestimulante na racéo farelada, a dieta foi umedecida com 40% de agua,
a mistura foi homogeneizada e em seguida granulada em moedor manual para

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

2.4. Coletas e analises laboratoriais

Em todas as amostragens, os animais foram anestesiados com benzocaina
(50mg/L), pesados e 0 sangue retirado por puncao do vaso caudal foi separado
em microtubos que continham ou ndo anticoagulantes, para a realizacdo das

analises.
2.4.1 Indicadores de estresse

Em microtubos com A&cido etilenodiaminotetracético, EDTA fluoretado
(Glistab — Labtest), foi alicotado sangue para a extracdo do plasma e
quantificacdo da concentracdo 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

Ja em microtubos com heparina, foram colocadas aliquotas de sangue total
para a determinacao da atividade respiratdria de leucécitos, de acordo com pro-
tocolo de Anderson e Siwicki (1995), modificado para o pacu (Biller-Takahashi et
al., 2013). O método consiste na determinacgéo colorimétrica das espécies reati-
vas de oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst” oxidativo, baseado na redugéo
do corante nitroblue tetrazolium (NBT) que forma precipitados de material inso-
lGvel com coloracdo azul escuro no interior do fagécito, denominados granulos
de formazan (Klein, 1990). A densidade optica da solucdo foi determinada em
espectrofotometro (Thermo Scientific®, Genesys 10S UV-Vis) em comprimento
de onda de 540nm.

Parte do sangue foi mantida a temperatura ambiente em tubos de vidro por
quatro horas para separagédo do soro, que foi utilizado para determinagéo da
atividade hemolitica do sistema complemento e a concentragédo sérica da liso-
zima.

A atividade hemolitica 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
modificacdes para uso com sangue de pacu de acordo com Zanuzzo et al.
(2017). A atividade hemolitica da via alternativa do complemento sérico foi
medida como o tempo em segundos necessario para a densidade Optica inicial
(0,7 a 700nm) da suspensdo RaRBCs ser reduzida pela metade (~ 0,35 a
700nm) representando 50% de hemodlise mediada pelo complemento do soro.
Por fim, para obter a atividade hemolitica da via alternativa, utilizou-se: HA-AP =
tempo para obter 50% de hemolise (segundos).

A concentracdo de lisozima sérica foi determinada com base na lise da
bactéria Gram-positiva Micrococcus lysodeikticus de acordo com Demers e
Bayne (1997) com modificagbes por Zanuzzo et al. (2017). Soluc¢des padrao de
lisozima de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, SP, Brasil; L6876)
e amostras de soro foram colocadas em uma placa de 96 pocos em triplicata
com uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil; M3770). ApGs a mistura, a absorvancia 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) a temperatura ambiente. A taxa de diminuicdo
da absorbéancia para cada amostra foi entdo comparada e obtida com a curva
padrdo (ng pl).

2.5. Anéalise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando as
funcdes Ime e anova do pacote nime (Pinheiro et al., 2020) do software R (R
Core Team, 2020). Delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3 (periodos experimentais, i.e, efeito longitudinal) x 2 (dietas), para
variavel peso [Eq. 1], e esquema fatorial 3 (periodos experimentais) x 4 (horarios
de coleta, i.e. efeito longitudinal) x 2 (dietas), para as demais variaveis [EQ. 2],

foram utilizados, conforme modelos a seguir:

Yijk = p + Di + Pj + (DP)jj + bij:k + eijk [1]

Onde Yijk é a variavel dependente, y € a média geral, Di é o efeito fixo de
dieta, Pj é o efeito fixo de periodo experimental, (DP)jj € a interagdo entre Di e
Pj, bij:k ~ iid N(O, ob2) é o efeito aleatdrio da k-ésima caixa dentro da interacdo
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(DP)ij, eijk € o efeito aleatério de erro residual eik ~ N(0, R), onde R é estrutura
de correlagdo de ejk. Foram avaliadas as R geral (ce2), simétrica composta,
autorregressiva de ordem 1 e autorregressiva de ordem 1 heterogénea. O critério
de informacao de Akaike, corrigido para pequenas amostras (Sugiura, 1978), foi
utilizado para escolha da melhor R.
Yijlk = y + Di + Pj + bij:k + CI + (DP)ij + (DC)il + (PC)jl + (DPCQ)ijl + eijlk
[2]

Onde Yijlk é a variavel dependente, y € a média geral, Di é o efeito fixo de
dieta, Pj é o efeito fixo de periodo experimental, bij:k ~ iidN (0, 0g2) é o efeito
aleatdrio da k-ésima caixa dentro da interagéo (DP)ij, Cl € o efeito fixo de horario
de coleta, (DP)ij é a interacdo entre Di e Pj, (DC)il é a interacdo entre Di e Cl,
(PQ)jl é a interacéo entre Pj e Cl, (DPC)ijl é a interacéo entre Di, Pj, Cl, e eijk € 0
efeito aleatdrio de erro residual eik ~ N(O, R), onde R é estrutura de correlagédo
de ejk. As estruturas de correlacdo avaliadas sdo as mesmas utilizadas para a
Eq 1.

As médias foram comparadas por meio de comparaces multiplas utilizando
ajuste de multiplicidade de Tukey, disponivel na fungdo emmeans do pacote em-
means (Lenth, 2019) do software R (R Core Team, 2020). Para os efeitos de
periodos experimentais e horarios de coletas as médias foram ainda compara-
das utilizando contrastes por meio de polindbmios ortogonais, disponivel nas fun-
¢cOes 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 parametros: peso corporal ao longo do expe-
rimento, indicadores de estresse (cortisol e glicose no plasma) e indicadores de
imunidade (atividade respiratoria de leucdcitos, atividade do sistema comple-
mento — via alternativa e concentracao serica de lisozima), em peixes alimenta-
dos com racdo suplementada com B-glucano, logo apos a alimentacao e 15 dias
apos sua suspensao, e inoculados com LPS.

N&o houve mortalidade durante o periodo experimental.
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3.1. PESO CORPORAL

O peso dos animais apresentou um comportamento quadratico (p=0,0020),
guando comparamos o periodo experimental 1, 15 e 30 dias (Figura 2). Nao ob-
servamos diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo alimentado com
B-glucana (134+6,64 g e 127+6,64 g, respectivamente).

200 A a
T
150
b
/ ...... 1
%100 ¢ / RS
i T % S
%
=g |
1I 15 3b cant g;u
Periodo experimental, dias Tratamento

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

3.2. INDICADORES DE ESTRESSE

3.2.1. Concentracdo plasmatica de cortisol

A concentracdo plasmatica de cortisol foi numericamente maior aos 15
dias se comparado aos 30 dias (15 dias — 310+15,8 ng ml* e 30 dias — 192+15,8
ng mlt) (Figura 3), sem diferenca estatistica. Quando comparamos 0s tempos
de coleta, do mesmo modo, apds inoculagdo do LPS, observamos maior

concentragdo as 3 h (290+25,8 ng mlt) e diminuigcdo as 6h (247+25,8 ng mlt) e
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24h (217+25,8 ng mlt), mas sem diferenca estatistica.

300

200+

Cortisol, ng mL 1

100

15 30 0 3 6 24 cont glu
Periodo experimental, dias Horérios de coleta, h Tratamento

Figura 3. Concentracao plasmética de cortisol de pacus alimentados com racéo con-
trole ou com 0,1% de B-glucana, aos 15 e 30 dias, nas diferentes amostragens, apos
inoculacdo do LPS: 3, 6 e 24h. Auséncia de letras indica que ndo houve diferencas
pelo Teste de Tukey (p<0,05).

3.2.2. Concentracao plasmaética da glicose

Aos 15 dias, a concentracdo plasmaética da glicose teve um comporta-
mento cubico (p= 0,0001), com pico as 3h e diminui¢cdo as 6h e 24h, enquanto,
aos 30 dias, o comportamento foi quadratico (p= 0,0001), sendo que a partir
das 3h os niveis foram subindo (Figura 4). Tanto aos 15 quanto aos 30 dias, a
concentracao de glicose se eleva 3 h apds a inoculacdo de LPS, sem recuperar
o valor inicial (Oh) até 24h depois. Comparando os tempos de coleta (0, 3, 6 e
24h) entre os periodos experimentais (15 e 30 dias), observamos diferenca as
3h (p=0,0018), quando os niveis de glicose sédo mais elevados aos 15 dias. Nao
houve diferenca entre peixes alimentados com racdo controle e racgao
suplementada com B-glucana (72,2+2,13 mg 100 mlt e 74,1+2,13 mg 100 ml-

),
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Figura 4. Concentracdo plasmatica da glicose em pacus alimentados com rac¢éo con-
trole ou com 0,1% de B-glucana, e inoculados com LPS aos 15 e 30 dias de experi-
mento. Letras mailsculas indicam diferenca entre os periodos experimentais (15 e 30
dias) para o mesmo tempo de coleta e letras mindsculas indicam diferenca entre os
tempos de coleta (0, 3, 6 e 24h) para o0 mesmo periodo experimental. Auséncia de
letras indica que ndo houve diferencgas pelo Teste de Tukey (p<0,05).

3.3.

INDICADORES DE IMUNIDADE INATA

3.3.1. Atividade respiratéria dos leucocitos (ARL)

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

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

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

Também néo diferiu entre os tratamentos com as dietas suplementadas com 3-

glucana e a controle.
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Figura 5. Atividade respiratéria dos leucécitos (ARL) de pacus alimentados com ragéo
controle ou com adigéo de 0,1% de B-glucana, e inoculados com LPS aos 15 e 30 dias
de experimento e amostrados 3, 6 e 24h depois. Letras minUsculas indicam diferenca

entre os dias 15 e 30 dias, pelo teste de Tukey (p<0,05).
3.3.2. Atividade hemolitica do Sistema Complemento (HA-AP)

istica na atividade do sistema comple-

Ve

N&o observamos diferenca estat

dos experimentais 15 e 30 dias, entre os tempos de coleta

10

s

mento entre os per

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

controle (Figura 6).

43

Caunesp



Mestranda — Thais Daltoso da Silva Orientadora — Elisabeth Criscuolo Urbinati

200+

\

1501

.S

NN

HA-AP, s

__

50

15 30 0 3 S} 24 cont glu
Periodo experimental, dias Horarios de coleta, h Tratamento

Figura 6. Atividade hemolitica do sistema complemento (HA-AP) de pacus alimentados
com ragao controle ou com adigcédo de 0,1% de B-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. Concentracdao sérica da lisozima

A concentracao sérica da lisozima ndo apresentou diferenca estatistica
entre 15 e 30 dias, entre os horéarios de coleta e entre os tratamentos com as
dietas suplementadas com 3-glucana e a controle (Figura 7).
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Figura 7. Concentragdo sérica da lisozima de pacus alimentados com rag¢éo controle
ou com adigao de 0,1% de B-glucana e inoculados com LPS aos 15 e 30 dias de expe-
rimento e amostrados 3, 6 e 24h depois (p<0,05).

4. DISCUSSAO

O intuito deste estudo foi avaliar a duracéo do efeito imunoestimulante da
B-glucana em juvenis de pacu, logo apds a racdo suplementada ser ofertada por
15 dias, e 15 dias ap0s sua suspensao. A inoculacdo com o lipopolissacarideo
LPS foi o desafio ao sistema imune, para evidenciar suas respostas, porém nao
observamos efeito do produto nos indicadores que testamos. Uma possivel
explicacdo para a auséncia de respostas foi a concentracdo do LPS utilizada
(500ug kgt). A mesma concentracéo foi eficiente para tilapia (Ha et al., 2016),
mas em pacu, em condicdes semelhantes as nossas, foi necessario uma
concentracdo mais elevada para gerar respostas imunes (de Mello, 2020).

O presente estudo mostrou aumento crescente de peso dos peixes ao
longo do periodo experimental (1, 15 e 30 dias), o que era esperado, uma vez
que eles receberam alimentacdo até a saciedade aparente, apesar de néo ter

sido encontrado diferenca no crescimento dos animais que receberam racéo
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controle e ragao contendo B-glucana. Em estudo realizado por Dawood et al.
(2020), tilapias alimentadas com rag¢do contendo B-glucana por 60 dias em
diferentes densidades, apresentaram maior ganho de peso, demonstrando a
importancia do imunoestimulante. Aramli et al. (2015) também observaram
aumento do peso final de Acipenser persicus alimentados por seis semanas com
B-glucana quando comparado ao grupo controle. E possivel, que no caso de
nosso estudo, o tempo de oferta da 3-glucana aos peixes tenha sido insuficiente
para promover diferencas no crescimento.

Em relacéo ao desafio do sistema imune com LPS, cujas respostas foram
avaliadas durante 24h apds a inoculagéo, s6 observamos diferencgas no perfil da
glicose circulante, aos 15 e 30 dias. As alteracdes séao tipicas de resposta de
estresse, com elevacao dos niveis da glicose a partir de 3h depois da inoculacéo.
No caso do outro indicador de estresse, o perfil do cortisol também foi de
elevacdo as 3 horas, no desafio com LPS, embora a significancia estatistica
tenha sido prejudicada pela alta variagcéo individual dos dados. Um aspecto a
destacar sdo os valores muito elevados, de modo geral, deste indicador. Este
dado é de dificil explicacdo visto que os peixes estavam estocados em condi¢cdes
de boa densidade e com condicbes ambientais que atendiam as exigéncias da
espécie. O cortisol e a glicose sdo importantes indicadores fisiologicos de
estresse em peixes e preparam 0s animais para possiveis desafios (Sopinka et
al., 2016). Os dados, de forma geral, sugerem que o perfil observado nos dois
indicadores estdo associados a aplicacdo do LPS, uma resposta ao manejo da
inoculacdo, resposta do organismo apos ser ameacado por algum estressor.
Esse padrdo 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 relagdo aos indicadores da imunidade inata, ndo observamos
alteracdo da atividade respiratéria dos leucdcitos, do sistema complemento e da
concentracdo sérica da lisozima. A atividade respiratoria dos leucocitos é
considerada um importante indicador de imunidade inata, pois desempenha o
papel de controle das respostas imunolégicas e no combate aos patégenos
(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 ndo esta associado a B-glucana, o que torna dificil a
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explicacdo desta alteracdo, ja que os peixes dos diferentes tratamentos
encontravam-se em condi¢cdes muito semelhantes.

O sistema complemento, outro importante indicador de competéncia
imunologica, considerado essencial por desempenhar um papel de alerta e
identificacdo de patdgenos, além de ataque e apresentacdo de antigenos
(Boshra et al., 2006), ndo apresentou alteragbes durante o experimento, quer
seja por acéo da B-glucana, ou pelo desafio com LPS. Segundo Sabioni et al.
(2019), pacus alimentados com 0,5% de B-glucana, por 10 dias e submetidos a
captura e inoculagcdo de Aeromonas hydrophila n&o mostraram alteragédo na
resposta do sistema complemento, embora de Mello et al. (2019) tenham
relatado potencializacdo do sistema complemento 24 horas apG@s transporte e
inoculagcdo em pacus alimentados com B-glucana. Comparando os estudos,
observamos diferencas nos protocolos experimentais que prejudicam uma
andlise comparativa. Da mesma forma, como na atividade respiratéria dos
leucécitos e sistema complemento, a lisozima, importante componente da
imunidade inata por suas propriedades bactericidas em peixes (Yildiz, 2006;
Saurabh & Sahoo, 2008), nao foi afetada pelas condic6es do presente estudo.
Da mesma forma, nos estudos supracitados (de Mello et al., 2019; Sabioni et al.,
2019), o tratamento com B-glucana ndo afetou a concentracdo sérica de

lisozima.

5. CONCLUSOES

Considerando os resultados observados, a B-glucana, ap6s 15 dias de
oferta e adicionais 15 dias sem o produto, ndo afetou o peso dos peixes, e, apos
inoculacdo dos animais com LPS (500ug kg') ndo houve efeito do tratamento
com o produto nos indicadores de estresse e da imunidade inata. A auséncia de
resposta pode estar associada a concentracdo inadequada e insuficiente do

lipossacarideo.
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