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RESUMO

Manejos inerentes da piscicultura intensiva afetam a condi¢éo fisiologica e o
sistema imune, desencadeando respostas de estresse nos animais, podendo
aumentar a susceptibilidade a infec¢des, causando queda da produtividade.
Para contornar este problema, o uso de nutrientes moduladores do sistema
imunolégico na dieta vem sendo utilizado como medida profilatica para
assegurarem uma maior sobrevivéncia e consequentemente a produtividade. A
vitamina E € um importante antioxidante e tem sido muito utilizado na aquicultura
pelo seu efeito imunoestimulante. Porém, é pouco investigado o seu efeito direto
sobre a resposta classica de estresse. Neste contexto, 0 presente estudo
avaliou, em juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus), o uso oral de vitamina
E na dieta com 0,150 e 500 mg kg* administrados por 30 dias, onde em cada
condicdo alimentar metade dos peixes foram manipulados (submetidos a
estresse por perseguicao (estresse cronico). Apés o periodo experimental, foram
amostrados para respostas de estresse, do sistema imune e sistema
antioxidante de peixes submetidos a estressores cronico e agudo. Avaliamos
como indicadores da resposta de estresse, a concentragao de cortisol e glicose
plasmaticos; como indicadores do sistema imune inato, a atividade respiratoria
de leucdcitos, a atividade hemolitica do sistema complemento e a atividade de
lisozima; como indicadores do sistema antioxidante/estresse oxidativo, as
atividades das enzimas hepaticas da glutationa-S-transferase (GST), da
glutationa reduzida (GSH) e da catalase (CAT). A vitamina E influenciou na
glicose ao longo das amostragens, e em peixes ndo manipulados a elevagao foi
maior nos que receberam alimentacdo com 150mg de vitamina. A atividade
respiratoria de leucécitos teve elevacao reduzida nos peixes que receberam a
racdo suplementada. A concentracdo sérica da lisozima nao diferiu em ambas
as condicdes, tanto nos peixes com estresse cronico quanto os que sofreram
estresse agudo e a atividade hemolitica do sistema complemento aumentou 24h
depois do estressor agudo em todos 0s grupos, nas duas condi¢cdes. Nossos
resultados mostram que a vitamina E estimula o sistema imunologico, e também
o0 sistema antioxidante de ambas as condi¢cfes de estresse.

PALAVRAS- CHAVE:

Estresse em peixes, Imunonutriente, Piscicultura, Sistema antioxidante,
Sistema imune e Tocoferol

xi



ABSTRACT

Inherent management of intensive fish farming affects the physiological condition
and immune system, triggering stress responses in animals, which may increase
susceptibility to infections, causing a drop of the productivity. To solve/reduce this
problem, the use of nutritional modulators of the immune system in the diet has
been considered as a prophylactic measure to ensure better survival and
consequently productivity. Vitamin E is an important antioxidant that has been
widely used in aquaculture also as an immunostimulant. However, its direct effect
on the classic stress response is little investigated. In this context, the present
study evaluated the oral use of vitamin E in the diet with 0.150 and 500 mg kg-1
administered for 30 days, in which half of the fish were handled during the whole
period (Chronic Stress) and the other half was not disturbed and only handled
acutely after the 30-day period (Acute stress). After the experimental period, both
fish groups were sampled for the assessment of indicators of stress, innate
immune system and the antioxidant system. We evaluated the concentration of
cortisol and glucose, the respiratory activity of leukocytes, the hemolytic activity
of the complement system and the activity of lysozyme, and the activity of hepatic
enzymes glutathione-S-transferase (GST) and catalase (CAT), and the reduced
glutathione (GSH). Vitamin E influenced glucose throughout the samplings, and
non-fish manipulated the elevation was higher in those fed with 150mg vitamin.
The leukocyte respiratory activity had a reduced elevation in the fish that received
the supplemented feed. The serum concentration of lysozyme did not differ in
both conditions, both in fish with chronic stress and those who suffered acute
stress and the hemolytic activity of the complement system increased 24 hours
after the acute stressor in all groups, under both conditions. Our results show that
vitamin E stimulates the immune system, and also the antioxidant system of both
stress conditions.

KEYWORDS:

Stress in fish, Immunonutrient, Pisciculture, antioxidant system, immune system
and Tocopherol
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1. Aquicultura - cenério atual
Aquicultura é a producdo de organismos aquaticos, que se destina a

produzir alimentos de alto valor nutritivo. E a atividade considerada como Unica
alternativa para aumentar o suprimento de pescado, sendo o setor de producéo
gue mais cresce no mundo (Jensen, Nielsen e Nielsen, 2014). Segundo a FAO
(2018), a produgéo mundial de pescado foi de 110,2 milhdes toneladas, com a
aquicultura contribuindo com 80 milhdes toneladas em 2016.

O Brasil se destaca como um dos paises com capacidade para a
expansdo da aquicultura, pois apresenta diversos fatores favoraveis, como,
diversidade em espécies nativas, potencial hidrico e areas adequadas ao
desenvolvimento da atividade, além de condi¢cdes favoraveis do mercado
consumidor (Borghetti; Ostrensky, 1999). A aquicultura brasileira apresentou
uma producdo total de 722.560 mil toneladas em 2018, apresentando um
aumento de 4,5% (Anuario Peixe-BR, 2019). A piscicultura tem se desenvolvido
expressivamente, se impondo como atividade pecuaria. Para isso, 0s sistemas
de producdo vém intensificando os sistemas de criacdo, aumentando a
estocagem para aumentar a produtividade. No entanto, a intensificacdo da
producdo submete os animais a agentes estressores. Manejos de rotina,
densidade de estocagem, transporte, alteracées na qualidade da agua, entre
outros, sao considerados os principais fatores estressores que podem reduzir a
imunidade dos animais, tornando-o0s mais susceptiveis a doencas e aumentando
a mortalidade, ocorréncias indesejadas no sistema de producédo (Urbinati e
Carneiro, 2004).

2. Estresse em peixes

O estresse € um conjunto de respostas fisioldgicas e comportamentais de
um organismo frente a um estimulo, seja ele interno ou externo, que causa
alteracdo e quebra do equilibrio fisioldgico, denominado homeostase. Deste
modo, a resposta de estresse € uma reacdo que promove a adaptacdo do
animal, visando a sobrevivéncia, diante de uma situacao considerada nociva ou
desafiadora. Em 1936, Selye apresenta o conceito da Sindrome de adaptacdo
geral (SAG), onde a resposta de estresse apresenta diferentes estagios: a

resposta de alarme (priméria), se inicia imediatamente apds a presenca do
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estressor, ocorrendo a liberacéo das catecolaminas e cortisol para a circulacdo
através do sistema nervoso autbnomo, via células cromafins do rim cefalico e
pelo eixo hipotalamo-hipdfise-interrenal (HHI); estado de resisténcia (resposta
secundaria) que € o ajuste corporal para se adaptar as condicdes homeostéticas
alteradas, e a exaustéao (terciaria), que indicam o grau de alteracdo provocado
pelo estimulo estressor e dependem da intensidade e duracdo deste estimulo
(Mommsen et al., 1999; Tort, 2011, Urbinati et al., 2013).

As respostas resultantes do estresse modificam quanto a intensidade,
duracéo e tipo de agente estressor, podendo ser fisicos, quimicos e ambientais
(Barton e Iwama, 1991). Na piscicultura, atividades como adensamento,
perseguicao, exposicdo aérea, captura e transporte sdo comuns (Urbinati e
Carneiro, 2004), caracterizados de estressores fisicos. Outros efeitos
extenuantes para o peixe, podem ser ocasionados pelo estresse quimico, que
sdo alteracbes na composicdo quimica da agua (oxigénio dissolvido, pH,
concentracdo de amoénia, etc.) e quanto aos estressores ambientais ou sociais
temos a densidade de estocagem, agressividade e dominéncia (Tort, 2011;
Urbinati et al., 2014).

O cortisol € um horménio corticosteroide que tem efeito no metabolismo
de proteinas, lipidios e carboidratos. E também conhecido como horménio do
estresse por estar relacionado ao aumento da presséo arterial e da glicose no
sangue diante de uma situacao estressora, gerando assim energia muscular
(Brandéo et al., 2006). A resposta ao estresse geralmente é seguida de uma
hiperglicemia, devido sua acéo sobre a glicose hepética através da glicogénese,
proporcionando mais energia para que o animal supere mudancgas, sejam elas
fisioldégicas ou fisicas. Nos peixes, o cortisol participa de diferentes processos
fisiologicos, tais como metabolismo, osmorregulacdo (Wendelar Bonga, 1997).
O cortisol € o principal glicocorticoide secretado pelo tecido interrenal dos peixes
teleGsteos e suas concentracdes plasmaticas aumentam dramaticamente
durante o estresse (lwama et al., 1999; Mommsen et al., 1999), é considerado
um oOtimo indicador de estresse primario em peixes.

Como resposta secundaria de estresse temos a determinacdo dos niveis
de glicose, podendo ser sanguinea ou plasmatica. A glicose nos peixes é a

principal fonte de energia, assim como nos mamiferos, e quando ela ndo é
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suficiente para manter a homeostase do animal, outra fonte energética
proveniente do figado € utilizada, o glicogénio (lwama et al.1999).

O organismo estd adaptado para lidar com situacdes de estresse agudo,
definido como ocorréncia recente e transitoria de um Unico estressor, mas
guando essa condicdo se torna repetitiva/crénica, ou seja, como uma dificuldade
constante enfrentada pelo individuo (Shields et al.,, 2016), seus efeitos se
multiplicam em cascata, podendo gerar consequéncias deletérias para o
organismo, quando a homeostase néo é reestabelecida. Durante um periodo de
estresse crénico, o animal compromete as reservas de glicogénio, e aumenta o
catabolismo de proteinas teciduais. Ou potencialmente podem ocorrer ambos
para regular os recursos energéticos necessarios para manter os componentes
da resposta ao estresse agudo (Wendelaar-Bonga, 1997). Este aumento do uso
de reservas energéticas é um fator contribuinte a vulnerabilidade do animal ao
desenvolvimento de doencas (Moberg, 1985).

Em peixes, a acdo de estressores pode produzir efeitos que
desestabilizam a homeostase, mas também pode provocar um conjunto de
respostas comportamentais e fisiologicas como acdo compensatoria e/ou
adaptativa, provendo a esse animal a possibilidade de superar as ameacas
encontradas (Wendelaar-Bonga, 1997). Entretanto, se esse animal esta
submetido a estressor intenso e constante, a resposta fisiolégica pode perder
seu valor adaptativo e tornar-se disfuncional, causando danos a sua saude e
bem-estar (Carmichael et al., 1984). Assim, como consequéncias danosas do
estresse cronico, podem ocorrer reducdo do crescimento, prejuizo no peso
corporal e outros parametros, como fator de condicdo e conversao alimentar
(Goede & Barton, 1990; Peters, 1982; Pickering & Stewart, 1984; Wendelaar-
Bonga, 1997). Além disso, o estresse pode causar reducdo do desempenho
reprodutivo (Small, 2004) dos animais pela depresséo da glandula pituitaria e de
niveis plasmaticos de gonadotrofinas (Carragher et al., 1989), além do
decréscimo de niveis de hormdnios esteroides (Pickering & Pottinger, 1987) e do
tamanho dos ovos e da qualidade das larvas (Campbell et al., 1992, 1994). O
estresse também é conhecido por aumentar a susceptibilidade dos peixes a
doencas infecciosas por afetar negativamente a capacidade de resposta do
sistema imunoldgico (Wedemeyer, 1970; Snieszko, 1974; Pickering & Pottinger,
1987; Angelidis et al., 1987).
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3. Sistemaimune em peixes

A imunidade é um conjunto de mecanismos de defesa de grande
complexidade, composto por uma vasta gama de componentes celulares e
humorais, que tem como objetivo preservar a homeostase e conferir aos
organismos protecao contra infec¢des bacterianas, fungicas, virais e parasitarias
(Pohlez e Gatlin 111, 2014; Urbinati et al., 2014).

O sistema imune de peixes pode ser classificado do ponto de vista
funcional em: inato ou ndo especifico e especifico ou adaptativo (de memaoria),
assim como nos mamiferos. A resposta inata ou nao especifica consiste na
primeira barreira de defesa do organismo contra a presenca de um agente
patdégeno e no controle de muitas infec¢cdes sem recorrer ao sistema especifico,
e a resposta imune especifica, caracterizada pela especificidade e memoria
imunolégica, € induzida por substancias denominadas antigenos (lwama e
Nakanishi, 1996; Bernstein et al., 1998).

O sistema inato € constituido por parametros fisicos, humorais e celulares.
Os parametros fisicos sdo a escamas, e 0 muco que recobre a pele, branquias
e epitélio gastrointestinal. O muco além de constituir uma barreira fisica,
apresenta também uma série de fatores, que possibilitam o combate de
substancias estranhas de maneira inespecifica. Nos pardmetros celulares
encontram-se os neutréfilos, macréfagos, células dendriticas, eosindfilos,
basofilos e natural killer que atuam no reconhecimento e eliminacdo dos
patdgenos (Ellis,1999; Ellis,2001). A classificacdo das células sanguineas dos
peixes foi baseada na sua semelhanca morfolégica com as células dos
mamiferos, por esta razao 0s homes sdo0 0s mesmos, apenas algumas funcdes
sao diferenciadas (Ainsworth, 1992).

Os parametros humorais sdo proteinas solUveis como os fatores
inibidores do crescimento de bactérias, como a antiproteases, proteina C reativa,
lisozima e as proteinas do sistema complemento. (Ellis,1999; Ellis,2001).

A atividade respiratoria de leucdcitos (“burst oxidativo”) compreende o
aumento do oxigénio molecular originado na fagocitose. Durante este processo,
ha reducdo do Oz em anion superoéxido, originando H202 que, posteriormente,

por acdo enzimatica, libera radicais hidroxila, agua e cloraminas. Nesta reacao,
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as EROs (espécies reativas de oxigénio), agem na destruicdo de agentes
infecciosos (Verlhac e Gabaudan, 1997).

O sistema complemento € constituido por um conjunto de proteinas
soliveis no plasma, que atuam nos processos biologicos de fagocitose,
opsonizacado, quimiotaxia de leucocitos e inativacdo de toxinas liberadas por
bactérias (Secombes, 1996), além de ser considerado um dos principais
mediadores do processo inflamatério (Roed et al., 1992). Estas proteinas
normalmente se encontram na forma inativa na circulagdo ou em baixos niveis
de ativagdo esponténea, e sua ativacdo ocorre de maneira sequencial, em efeito
cascata, gracas a um estimulo inicial em que cada componente contribui para a
protedlise do proximo componente a ser ativado (Rus et al., 2005). A ativacéo do
sistema complemento ocorre pelas vias classica e alternativa. A via classica é
ativada principalmente por complexos antigeno-anticorpo e agregados de
imunoglobulinas, enquanto a via alternativa ndo depende da presenca de
imunoglobulinas para ser ativada, mas de presenca de certos fungos e bactérias,
alguns tipos de virus e helmintos sédo suficientes para a producéo das proteinas
soliveis no plasma. Em peixes, a atividade bactericida é decorrente
principalmente da ativacdo da via alternativa (Koppenheffer, 1987).

A lisozima é uma enzima de grande importancia para o sistema de defesa
inespecifico, por possuir capacidade de promover protecdo contra invasdes de
microrganismos. Pode ser encontrada principalmente em locais onde h& maior
probabilidade de ocorrer invasao bacteriana e em tecidos que possuam grande
guantidade de leucécitos, tais como muco, sangue, tecido linfoide e outros fluidos
corpoéreos de peixes de agua doce e marinha (Oohara et al., 1991; Yousif et al.,
1991; Shailesh Saurabh e Sahoo, 2008). Em peixes, esta enzima se encontra
em maior quantidade em neutréfilos, mondcitos e macréfagos, assim o rim
cefélico é o 6rgdo onde ha maior concentracdo desta proteina, seguido pelo trato
digestorio, baco, muco, soro, branquias, figado e musculo (Murray e Fletcher,
1976; Lie et al., 1989).

Entretanto, a atividade dessa enzima sofre influéncia de fatores como
sexo, estagio de maturacdo sexual, temperatura da agua, estacdo do ano,
poluicdo e estresse (Fletcher et al., 1977; Studnicka et al., 1986; Mock e Peters,
1990). A atividade da lisozima pode ser influenciada também pela condicao de
estresse a qual os peixes sdo submetidos.
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O sistema imune especifico é acionado na presenca de antigeno,
apresenta como fun¢des o reconhecimento do agente invasor, desencadeando
uma cascata de reac¢des que ira culminar no aumento de anticorpos especificos
circulantes e na memoéria imune (Bernstein et al., 1998). A imunidade especifica
refere-se a protecdo que existe num organismo quando este ja sofreu exposicao
prévia a determinados agentes patogénicos, e em peixes, assim como nos
demais vertebrados, o sistema imune adaptativo requer tempo para que seja
ativado (Carey et al., 1999).

As células do sistema imune especifico sdo compostas de linfocitos e séo
responsaveis pela resposta imune adaptativa humoral e celular. Os linfécitos se
distinguem em dois grupos, com acdes diferentes, chamados linfocitos T e B
(Tort,2011; Secombes, 1996). As células T apresentam a capacidade de
reconhecer o antigeno na presenca de moléculas de histocompatibilidade
(receptores glicoproteicos). Neste processo de reconhecimento, as células T
secretam sinais quimicos (citocinas) que ativam as ceélulas B, responsaveis pela
producdo dos anticorpos que irdo atuar na destruicdo dos microrganismos
invasores (Abbas e Lichtman, 2004; Urbinati et al., 2014)

4. Sistema antioxidante/Estresse oxidativo

A oxidacao é parte fundamental da vida aerobica e do metabolismo dos
organismos, assim os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou devido
alguma disfuncéo bioldgica. O excesso de radicais livres presente no organismo
€ combatido por agentes antioxidantes produzidos pelo organismo ou absorvidos
através da dieta (Barreiros et al., 2006).

Segundo Halliwell e Gutteridge (1990), um radical livre € uma espécie
(moléculas ou atomos) altamente reativa, que contém nimero impar de elétrons
em sua ultima cadeia eletrénica, € este ndo emparelhamento que Ihe confere
alta reatividade. Altas concentragbes de radicais livres podem ocasionar
oxidacao de biomoléculas, gerando um quadro de estresse oxidativo.

A respiracao celular consiste na principal fonte de espécies reativas de
oxigénio. As mitocondrias constituem a principal fonte de producéo das espécies
reativas do oxigénio, seguidas pelo reticulo endoplasmatico em menores

propor¢cdes (Biller-Takahashi et al., 2015; Sies, 1997). O equilibrio dos
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organismos aerobicos com os efeitos deletérios das espécies reativas de
oxigénio deve-se ao desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidantes
altamente especializados, numerosos mecanismos antioxidantes vém sendo
descritos como agentes efetivos na protecdo da integridade celular contra as
ERos.

Halliwell e Gutteridge (1989) relatam que os antioxidantes sdo moléculas
capazes, mesmo em concentracées mais baixas do que o substrato oxidavel, de
retardar ou prevenir a oxidacdo. E importante que os antioxidantes tenham uma
estrutura quimica que ao atuar sobre o radical livre, mantenha estavel sua
propria estrutura (Adams, 1999). Jorddo Jr. et al. (1998) definiram os
antioxidantes como aqueles compostos que protegem os sistemas biologicos
contra os efeitos deletérios dos processos ou das rea¢des que levam a oxidagao
de macromoléculas ou estruturas celulares.

Os radicais livres de maior importancia nos sistemas aerobios sdo os
radicais oxigénio. Estes incluem o anion superoxido (Oz.), peroxido de hidrogénio
(H202), os radicais lipidicos alcoxil e peroxil (derivados dos acidos graxos
polinsaturados) e o fortemente reativo radical hidroxil HO". O radical peroxil tem
significado especial por seu envolvimento na peroxidacao dos lipidios (Burton &
Traber, 1990). Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de tri, di e
monoacilglicerois, &acidos graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esteréis e
outras substancias, a maior parte destes constituintes é oxidavel.

A peroxidacdo ou autoxidacdo constitui uma reacdo em cadeia de
oxidacdo dos oleos e gorduras (Farmer et al., 1942; Burton & Traber, 1990;
Nagaoka et al.,, 1992) gerando os radicais livres que alteram a fluidez,
permeabilidade e integridade das mesmas. As geragdes de radicais livres estdo
presentes na maioria dos sistemas biolégicos, ocorrem naturalmente em grande
parte das células eucarioticas devido ao metabolismo energético dependente do
uso de oxigénio. S&o necessarios para funcdes como sinalizagcdo celular,
durante os processos metabdlicos atuam como mediares de processos
metabdlicos nas varias reagbes bioquimicas. Porém, quando ha producédo
excessiva podem gerar lesGes oxidativas (Barbosa et al., 2010).

As células possuem sistema de defesa ndo enzimaticos e enzimaticos
para proteger seus constituintes e manter assim seu estado redox. Em condi¢cdes

fisiologicas normais, os efeitos nocivos das EROs séo neutralizados pelo sistema
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defesa antioxidante (Dandapat, 2000). Um agente antioxidante € capaz de inibir
a oxidacao ou qualquer substancia que mesmo presente em baixa concentracao,
comparada coo seu substrato oxidavel, diminui ou inibe a oxidacdo do substrato.
Os agentes antioxidantes podem prolongar a fase de iniciagao ou inibir a fase de
propagacao, mas nao previnem completamente a oxidacéo (Jorddo Junior et al.,
1998).

Dentre os agentes antioxidantes, destacam-se a superdxido dismutase
(SOD), primeira enzima na linha de defesa, responsavel por catalisar a
conversédo do anion superéxido em peroxido de hidrogénio (Zhang et al., 2004).

Descrita em 1901 por Loew a catalase € uma enzima que catalisa a
reducdo do H20:2 e Oz, por isso é considerada um dos maiores componentes da
defesa antioxidante primaria (Gaetani et al., 1989) é encontrada em todos 0s
organismos Vivos.

A glutationa peroxidase (GPx) é responsavel por catalisar a reducéo do
peroxido de hidrogénio (e peroxidos organicos em seus respectivos alcoois
(Dringen; Hirrlinger, 2003), empregando a glutationa (GSH) como cofator e assim
gerando a glutationa oxidada (GSSG) como produto (Hayes et al., 1997; Halliwell
& Gutteridge, 2007). Dependente de selénio, que emprega a glutationa reduzida
(GSH) como cofator.

A enzima glutationa-S-transferase (GST) desempenha um papel
importante na detoxificagdo e eliminacdo de compostos eletroliticos. Sua
estimulacao envolve reagdes de conjugacdo na presenca de glutationa. (CHO et
al., 1999; Fenet et al., 1998; Kantonieml et al.,1996).

A GSH esta envolvida em diversas funcdes fisioldgicas, participa do
transporte de aminoacidos e detoxificacdo de toxinas, atua degradando
peroxidos endogenos (Stamler & Slivka, 1996).

O sistema antioxidante ndo-enziméatico tem sua importancia devido atuar
impedindo as reacdes de auto oxidacdo e reduzindo assim os radicais livres
(Sayeed et al., 2003).

Os tocoferois sé@o os principais antioxidantes naturais do grupo primario,
sendo caracterizado por serem compostos fendlicos que promovem a remocao
ou inativacdo dos radicais livres através da doacao de atomos de hidrogénio a
estas moléculas, interrompendo a reacao em cadeia (Ramalho & Jorge, 2006).
Segundo Rutz (2008) a vitamina E € o Unico antioxidante que, uma vez
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absorvido, deposita-se no organismo animal. Tem importante papel na protecéo
contra peroxidacao lipidica (Gonzalez-Flecha et al., 1991) eliminando tanto o

radical hidroxil quanto o oxigénio singlete (Burton & Ingold, 1981).

5. Vitamina E

As vitaminas sdo compostos organicos distintos dos aminoacidos,
carboidratos e lipidios, pois sdo exigidos em menores quantidades e geralmente
provindas de fonte exdgena. Nao séo sintetizadas pelo metabolismo natural dos
peixes, ou pelo menos ndo em quantidade suficiente para suprir suas exigéncias,
sendo assim suplementadas na dieta. Com papel vital no metabolismo, estéo
envolvidas em diversas reacfes e vias bioquimicas como reguladores e
catalisadores metabdlicos, sdo necessarias para reproducdo, crescimento e
manutencdo da higidez destes animais (Gatlin, 2002; Webster e Lim, 2002;
Pezzato et al., 2004; Koshio, 2007; Peng e Gatlin, 2009)

As vitaminas podem ser classificadas em hidrossoluveis e lipossoluveis.
As consideradas hidrossoluveis séo: colina, acido félico, biotina, acido pirodoxina
(Bs), &cido pantoténico (Bs3), niacina, riboflavina (B2), tiamina (B1i), acido
ascorbico (C) e cianobalamina (B12). As lipossollveis sao as vitaminas K, A, D e
E. Quando ingeridas, as vitaminas hidrossollveis geralmente ndo sao
armazenadas e seu excesso € excretado, em compensacao as lipossoluveis séo
absorvidas no intestino junto aos lipidios e podem ser armazenadas no tecido
adiposo do animal (Webster e Lim, 2002; NRC,2011).

Vitamina E é uma descri¢do utilizada para compostos que tem a mesma
atividade biolégica que o a-tocoferol, sdo soluveis em lipidios e constituem os
tocotriendis e tocoferdis (Halver, 2002; Zingg, 2007; NRC, 2011). Na natureza
sdo encontradas oito formas distintas: B, y, & e a tocotriendis e tocoferéis. Foi
descoberta em 1922, e descrita como fator nutricional considerado
especialmente importante na reproducdo animal. Sua substancia mais ativa €
chamada de tocoferol, e foi isolada em 1936 por Evans (Quinn, 1999).

A vitamina E tem papel importante no funcionamento dos receptores para
as respostas imunes, esta presente na membrana celular (Trichet, 2010). O seu
papel antioxidante € vital para manter a homeostase intra e intercelular.

Promovendo a integridade da membrana e macromoléculas (proteinas, lipidios,
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DNA e outras vitaminas), protegendo contra a oxidacdo por radicais livres e
peroxidacdo durante o metabolismo, ou em condicbes adversas como
enfermidades e estresse (Halver, 2002; Webster e Lim, 2002; Chen et al., 2004).
A defesa contra o estresse oxidativo inclui enzimas enddgenas, destacando-se
a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx). As enzimas exdgenas, como a glutationa reduzida (GSH), selénio (Se),
vitaminas A, C e E, metalotioneina, entre outros (Schlenk et al., 1999; Halver,
2002; Hamre, 2011).

Esta importante funcdo da vitamina E de resisténcia a oxidacao,
especialmente em leucécitos, esta ligada a liberacéo de radicais que participam
da atividade microbicida dos macrofagos. Em peixes, a vitamina E também é
considerada muito importante por sua acao imune ndo especifica. Ela também
mitiga a imunossupressao na resposta de estresse promovido pela alta

densidade de estocagem (Montero et al., 1999; Belo et al., 2005).

6. Modelo bioldgico

Pacu (Piaractus mesopotamicus)

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € um teledsteo pertencente a
superordem Ostariophysi, da ordem Characiformes, familia Characidae e da
subfamilia Myleinae. E uma espécie nativa encontrada nas bacias do rio Parana,
Paraguai e Uruguai, com maior distribuicdo nas planicies alagadas da regido
Centro-Oeste, no Pantanal do Mato Grosso (Petrere, 1989). Esta espécie possui
grande importancia para a piscicultura pois apresenta rapido crescimento,
rusticidade ao manejo e grande aceitacao pelo mercado consumidor. (Urbinati et
al, 2013). E um peixe de escamas, com corpo achatado e robusto, possuindo
uma coloracédo variando do castanho ao cinza escuro, com o ventre amarelado.
Possui habito alimentar onivoro/herbivoro, explorando uma gama bastante
diversificada de alimentos, devido a sazonalidade, como: sementes, caules,
flores e frutos, com fécil adaptagéo a alimentacao artificial (Urbinati et al., 2013).

A espécie desperta interesse para a piscicultura, em funcdo de sua
capacidade de aproveitamento de ingredientes de origem vegetal na dieta,

rapido crescimento e elevado ganho de peso (Fernandes et al., 2000; Abimorad
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et al., 2007). E considerada uma espécie de grande importancia na aquicultura
brasileira, porém seu cultivo intensivo o coloca em uma condicdo em que
diversos fatores estressantes estdo presentes, predispondo-o a
Imunossupressao e consequentemente a doengas (Urbinati e Carneiro, 2004).
Desta forma, o sucesso na criacdo do pacu depende de boas préaticas de manejo
e de medidas que minimizem o efeito negativo de estressores, garantindo a
saude dos animais.

Assim, pelo exposto, e considerando que o estresse € uma resposta
bioldgica de alta demanda energética, que tem como consequéncia alteragdes
no sistema imune por desviar recursos energéticos para atividades vitais, e que
0 sistema antioxidante € um sistema que atua no processo de producdo de
energia mitocondrial, combatendo radicais livres resultantes da respiragéo
aerdbica, o presente estudo investigou se o balango redox mitocondrial poderia
ser afetado numa condicdo aguda e crbénica de estresse, além de avaliar o papel

da vitamina E nas respostas citadas.
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CAPITULO I

Suplementacao dietética com vitamina E: variaveis fisiologicas
e avaliacao do sistema antioxidante de juvenis de pacu
(Piaractus mesopotamicus)

Caunesp 35



Mestranda - Aurea Veras Barbosa de Souza Orientadora - Elisabeth Criscuolo Urbinati

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da vitamina E (dLatocoferol) nas
respostas de estresse (cortisol e glicose), do sistema imune inato (atividade
respiratoria dos leucdcitos, sistema complemento e lisozima) e do sistema de
defesa antioxidante (catalase (CAT), glutationa reduzida (GSH) e glutationa S-
transferase (GST) em pacu (Piaractus mesopotamicus). Um total de 240 juvenis
de pacu foi distribuido aleatoriamente em 24 caixas d’agua, cada caixa com 10
exemplares. ApoOs periodo de aclimatacdo dos peixes as condicbes
experimentais, eles foram alimentados por 30 dias com trés diferentes
concentragdes de vitamina E que constituiram 3 tratamentos: 1) ragdo comercial
sem suplementacéo de vitamina E; 2) racdo comercial suplementada com 150
mg de vitamina E/kg; 3) racdo comercial suplementada 500 mg de vitamina E/kg
de racdo, onde metade foi submetido a estressor crénico no periodo de 30 dias
(perseguido com puca por 5 minutos duas vezes ao dia) (4 repeticdes/caixas por
tratamento). E outra metade dos peixes (4 repeticbes/caixas por tratamento) foi
mantida sem manipulacdo pelo periodo de alimentacdo. Apds o periodo de
alimentagéo, peixes de cada tratamento foram amostrados para caracterizar a
amostragem inicial. Os peixes restantes foram expostos a um estressor (5
minutos de persegui¢cdo com pucd) e amostrados em trés tempos (1, 6 € 24 h
depois do estressor). Nas amostragens foram coletados sangue e figado. No
sangue foram analisados os indicadores de estresse (concentragdo plasmética
de cortisol e glicose) e indicadores da imunidade inata (atividade respiratoria dos
leucdcitos, atividade do sistema complemento e concentracdo da lisozima no
soro) e indicadores do sistema de defesa antioxidante no figado catalase (CAT);
glutationa S-transferase (GST); glutationa reduzida (GSH). A vitamina E
influenciou na glicose ao longo das amostragens, e em peixes nao manipulados
a elevacgéao foi maior nos que receberam alimentagdo com 150mg de vitamina. A
atividade respiratoria de leucdcitos teve elevacdo reduzida nos peixes que
receberam a racao suplementada. A concentracao sérica da lisozima nao diferiu
em ambas as condi¢fes, tanto nos peixes com estresse crénico quanto os que
sofreram estresse agudo e a atividade hemolitica do sistema complemento
aumentou 24h depois do estressor agudo em todos 0s grupos, nas duas
condicoes.

Palavras-chave: Estresse, sistema antioxidante, sistema imune e dLatocoferol.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of vitamin E (dLatocoferol)
on stress responses (glucose and cortisol and glucose), the innate immune
system (leukocyte respiratory activity, complement system and lysozyme) and
the antioxidant defense system catalase (CAT), reduced glutathione (GSH) and
glutathione S-transferase (GST) in pacu (Piaractus mesopotamicus). A total of
240 juveniles of pacu were distributed randomly in 24 boxes of water, each box
with 10 specimens. After a period of acclimation of the fish to the experimental
conditions, they were fed for 30 days with three different diets that constituted 3
treatments: 1) commercial diet without vitamin E supplementation; 2) commercial
feed supplemented with 150 mg vitamin E / kg; 3) commercial diet supplemented
500 mg of vitamin E / kg of feed where half was submitted to chronic stressor in
the period of 30 days (pursued with pucé for 5 minutes twice a day) (4 replicates
/ boxes per treatment). And another half of the fish (4 replicates / boxes per
treatment) was maintained without manipulation by the feeding period. After the
feeding period, fish from each treatment were sampled to characterize the initial
sampling he remaining fish were exposed to a stressor (5 minutes of chase with
pucd) and sampled in three times (1, 6 and 24 h after the stressor). Samples of
blood and liver were collected. In the blood, stress indicators (plasma cortisol and
glucose concentration) and indicators of innate immunity (leukocyte respiratory
activity, complement system activity and serum lysozyme concentration) and
indicators of the antioxidant defense system in the liver catalase (CAT);
glutathione S-transferase (GST); reduced glutathione (GSH). Vitamin E
influenced glucose throughout the samplings, and in unmanipulated fish the
elevation was higher in those fed with 150mg of vitamin. The leukocyte
respiratory activity had a reduced elevation in the fish that received the
supplemented feed. The serum concentration of lysozyme did not differ in both
conditions, both in fish with chronic stress and those who suffered acute stress
and the hemolytic activity of the complement system increased 24 hours after the
acute stressor in all groups, under both conditions.

Key- words: Stress, antioxidant system, immune system, and dLatocoferol.
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1. INTRODUCAO
A aquicultura é considerada o setor de producdo que mais cresce no

mundo (Jensen, Nielsen e Nielsen, 2014), para o futuro, o setor continuara
apresentando boas perspectivas (FAO, 2018).

O manejo € um agente estressor que ativa uma sequéncia de respostas
fisiolégicas denominadas como estresse (Urbinati e Carneiro, 2004). Se a
condicdo estressante perdurar, pode ultrapassar a capacidade adaptativa do
organismo, e o direcionamento da energia para 0rgaos vitais diminui o aporte
para atividades como processo reprodutivo, crescimento e funcdo imune
(Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al.,, 1999). A fungdo imune torna-se
deficiente e a imunossupressao expfe 0s peixes aos patdogenos do meio,
favorecendo a incidéncia de doencgas, o que pode levar os animais a morte.

O sistema imune dos peixes € formado por elementos humorais e

celulares e é dividido em dois componentes: o inato (ndo especifico), que
funciona como o primeiro mecanismo de defesa contra infec¢des, e o adaptativo
(especifico) (Bernstein et al., 1998; Secombes e Wang, 2012). Altera¢des no
perfil das células e dos componentes humorais do sistema imune inato,
decorrentes de estresse, comprometem a defesa do animal facilitando a infeccéo
por microrganismos patogénicos (Cerezuela et al., 2012; Telli et al., 2014). Neste
caso, o0s imunoestimulantes podem representar uma ferramenta estratégica
antes de manejos estressantes, proporcionando melhores condi¢des de defesa
aos peixes (Raa, 2000).
Por outro lado, estudos sugerem que dependendo das concentracdes de cortisol
e do tempo de exposicdo, ocorre ativacdo ou reducdo das atividades da
mitocondria (Du et al., 2009; Aschbacher et al.,, 2013). Ambos os tipos de
respostas sdo caracteristicos de condicdo de alta demanda energética e de
metabolismo aerdbico exacerbado, e durante esse processo sao formadas
diferentes espécies reativas de oxigénio (EROs) (Oga, 2003).

As EROs sdo atomos, moléculas ou ions que possuem um ou mais
elétrons ndo pareados nos orbitais mais externas, 0 que 0Ss tornam
extremamente reativos, podendo combinar-se de maneira inespecifica com
moléculas que integram estruturas celulares, como proteinas, lipidios, DNA entre
outros e, entdo ocorrem reagdes em cadeia que podem culminar em lesao, e até

mesmo morte celular (Slater, 1984; Halliwell, 1986; Jord&do Junior et al., 1998;
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Halliwell e Gutteridge, 2000; Nordberg e Arner, 2001). De modo a evitar o
estresse oxidativo, faz—se necessario 0 uso de antioxidantes

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e/ou reducéo
das lesdes celulares causadas pelas EROs (Cerutti, 1991; 1994). O estresse
oxidativo ocorre na falha do equilibrio entre a producdo de oxidantes e a
concentracdo de defesas antioxidantes (Biesalski, 2000). De acordo com Abdalla
(1993), os antioxidantes podem ser classificados, de acordo com sua fungéo
bioldégica, em duas categorias, o primario que inibe de maneira preventiva e
retarda a geragdo de EROs ou rouba estas espécies, impedindo proximidade
com os alvos celulares e secundario que blogueia a etapa de propagacéao da
cadeia radicalar e remove, de maneira efetiva, radicais como o peroxil ou alcoxil.

Os peixes também sdo susceptiveis ao ataque das EROs produzidas
pelo metabolismo aerdbio e apresentam sistemas antioxidantes de defesa, o
estresse oxidativo em peixes tem sido avaliado por meio da quantificacdo da
atividade das enzimas SOD, CAT, GPx e GSH (Oruc e Uner, 2000; Almeida et
al., 2002; Basha e Rani, 2003; Ferreira et al., 2005). A extensa maioria das
pesquisas tem como foco as modificagdes do sistema antioxidante frente a
exposicao dos peixes a poluentes ambientais (Van Deroost, 2003; Lushchak,
2016), mas pouco se sabe da relacdo do sistema antioxidante dos peixes em
relacdo as respostas de estresse (Faria, 2017; Neyrao, 2017).

Dentre os micronutrientes, a vitamina E é o mais importante antioxidante
metabdlico presente na membrana celular, protegendo-a da oxidacéo de acidos
graxos, além de diminuir ou inibir a producado e acéo dos radicais livres. Como
o efeito da vitamina E sobre a formacéo de perdxido é limitado primariamente a
membrana, ela é necesséria para a eliminagao eficiente dos peroxidos, constitui
um dos principais antioxidantes no organismo (Noguchi, 1973).

Com base no exposto, o presente trabalho investigou os efeitos da
vitamina E, com diferentes niveis de inclusdo, na resposta de estresse, no
sistema imune e sistema antioxidante em juvenis de pacus (Piaractus

mesopotamicus) submetidos a estressores cronico e agudo.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA), protocolo n® 018861/17, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinaria, UNESP- Jaboticabal.

2.1 Racdes experimentais

As dietas foram preparadas pela moagem de racdo comercial extrusada
(24% PB e 3.600 kcal EB/kg) a qual foi adicionado niveis de vitamina E (dL-a-
tocoferol com 50% de atividade) de cada condi¢ao alimentar (150 mg vitamina
E/kg de racao e 500 mg vitamina E/kg de racdo). Os ingredientes foram pesados,
homogeneizados e peletizados na Fabrica de Racfes do Centro de Aquicultura
da UNESP e secas por 24 horas. A racdo controle nao foi suplementada,
apresentando 100mg vitamina E/kg de racdo, segundo especificagdo do
fabricante.

2.2 Animais e protocolo experimental
O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia de Peixes, do

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinaria, UNESP, campus Jaboticabal. Foram utilizados 240
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) (92,29 + 13,599 e 16,21+ 1,39 cm),
fornecidos pelo Laboratério de Reproducédo de Peixes do Centro de Aquicultura
da UNESP (CAUNESP). Os peixes foram mantidos em vinte e quatro caixas de
polietileno de 100L (10 peixes/caixa), com renovag¢do constante de agua e
aeracdo suplementar. O fotoperiodo foi de 12h luz/12h escuro. Durante trinta
dias, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (8:00 e 16:00) com 3% do

peso Vivo.

Apds sete dias de adaptacdo as condicbes do laboratério, sendo
alimentados com a racao controle, os peixes foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado, em trés tratamentos de acordo com os niveis de
inclus&o de vitamina E (dL-a-tocoferol com 50% de atividade) sendo: Tratamento

1: Dieta sem suplementacdo de vitamina E; Tratamento 2: Dieta com
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suplementacao de 150 mg vitamina E/kg de racdo e Tratamento 3: Dieta com
suplemetacéao de 500 mg vitamina E/kg de racdo. Cada tratamento teve quatro
réplicas, com 10 peixes por réplica (40 peixes/tratamento).

ESTRESSE CRGNICO

> CAIXA 2 CAD '
' . m i
VA L]
/. LAIXA 10 CAIXA 12| & [CAIXA 13
g 500mg //, 500 mg 150

CAIXA 2 CAIXA 3 CAIXA 4| & | CAIXA 5 \
150 m 500 mg 150 mi 500 m g
{ | [ 7

Fig 1. Delineamento experimental

Fonte: Raissa de Cassia Pinheiro Ribeiro, 2018.

Em cada tratamento, peixes de quatro caixas foram mantidos sem
manipulacdo (sem agente estressor) durante o periodo experimental, enquanto
os das outras caixas foram manipulados, expostos a estresse cronico, sendo 0s
animais perseguidos com um pucéa duas vezes ao dia (10:00 e 18:00) por cinco
minutos. Ao final dos 30 dias, apds 24 horas sem alimento, dois peixes de cada
caixa (n=8), de todos os tratamentos, nas duas condi¢cdes de manipulacéo, foram
amostrados para caracterizar a amostragem inicial, e os restantes foram
submetidos a perseguicdo com puca por cinco minutos. Os previamente
manipulados caracterizaram o grupo Estressor cronico e ndo manipulados o
grupo Estressor agudo. Apds a manipulacdo, os peixes foram amostrados 1,6 e
24 horas. Durante o periodo experimental, a agua das caixas apresentou
temperatura de 30 = 0.26 °C e concentracdo de oxigénio dissolvido de 4.95 +
0.44mg/L.

2.3 Coletas e analises laboratoriais

Em cada amostragem, os peixes foram anestesiados em solucao de
benzocaina (50mg/L) e o sangue retirado por puncdo de vasos caudais, e
separado em microtubos que continham ou ndo anticoagulante (tubos de
ensaio). Em seguida, os peixes foram eutanasiados com sobre dose de

anestésico para a retirada de amostras do figado, que foram mantidas a -80 °C.
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2.3.1 Anélise de indicadores de estresse

2.3.1.1 Concentracdo plasmatica de cortisol e glicose
Do sangue total colocado em microtubos com EDTA fluoretado (Glistab -

Labtest) e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos, foi extraido plasma para
guantificacdo da concentracdo de cortisol e glicose. Para determinacdo do
cortisol, foi utilizado um kit comercial (DRG (Cortisol ELISA — Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay — 1887), baseado em ligacdo competitiva, em que
anticorpos presentes nas microplacas se ligam a um sitio antigénico na molécula
de cortisol. Para determinacéo da glicose, foi utilizado um kit comercial (Labtest
Ref.133), baseado na catalise da oxidacdo da glicose pela glicose oxidase,
formando peroxido de hidrogénio, através de uma reacdo oxidativa de

acoplamento, resultando em uma coloracao rosa.

2.3.2 Anédlise de indicadores imunoldgicos

2.3.2.1 Atividade respiratéria de leucdcitos
A andlise da atividade respiratdria de leucécitos seguiu o protocolo de

Anderson e Siwicki (1995), modificado por Biller-Takahashi et al. (2013). O

método consiste na determinacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS)

produzidas pelo “burst” oxidativo por ensaio colorimétrico baseado na redugao
do corante “nitroblue tetrazolium” (NBT) que forma precipitados de material
insolivel com coloracdo azul escuro no interior do fagécito, denominados
granulos de formazan (Klein, 1990). Para a analise da producéo das EROs, 0,1
mL de sangue total heparinizado foi adicionado a 0,1 mL de NBT (Sigma, St
Louis, MO, USA). Essa solucéo foi homogeneizada e incubada por 30 min a
25°C. Ap6s incubacdao, 50 pL da suspenséo foi adicionada em um tubo de vidro
com 1 mL de N, N-dimetil formamida (DMF, Sigma, St Louis, MO, USA) e
centrifugada a 3000 g por 5 min. O DMF é um solvente de sais e de compostos
de alto peso molecular, que lisa a parede celular dos leucdcitos e dos granulos
de formazan, liberando para a solugcdo o corante NBT reduzido. A densidade
Optica da solucado foi determinada em espectrofotbmetro em comprimento de
onda de 540 nm.

Parte do sangue foi mantida a ambiente refrigerado por trés horas e

centrifugada (10 min. a 3000 g), para separacao do soro, que foi armazenado a
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-80° C até determinacao da concentracdo de lisozima e atividade hemolitica do
sistema complemento.

2.3.2.2 Atividade do sistema complemento
A atividade hemolitica do sistema complemento foi determinada de acordo

com Ferriani et al. (1990) e Polhill et al. (1978) e adaptada por Zanuzzo et al.
(2015). Para tanto, foi determinado cineticamente o tempo necessario para as
proteinas do sistema complemento de cada amostra de soro lisar 50% de uma
suspensao de eritrocitos de coelho. Para preparacdo desta solugdo, amostras
de sangue de coelho foram misturadas em uma solucéo de Alséver (pH 6.1) para
lavagem e separacdo das células. A mistura foi incubada por 15 minutos em
banho maria a 37°C e centrifugada por 10 minutos a 2000 rpm por trés vezes. O
sobrenadante foi descartado e as hemacias ressuspendidas em TEA — Mg2+.
Em cubeta de 1 mL foram pipetados 75 pL de soro, 125 de tampéao TEA — EGTA
/IMg2+/gelatina 0,1% e 400 yL da suspensdao de hemacias. As leituras foram
realizadas a cada 20 segundos, durante 20 minutos a 700 nm, em

espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 10S UV -Vis.

2.3.2.3 Determinacgéo da atividade de lisozima
A concentragdo de lisozima foi determinada de acordo com a metodologia

proposta por Smolelis e Hartsell (1949) modificada por Zanuzzo et al. (2015), na
gqual a bactéria gram-positiva Micrococcus lysodeikticus é lisada. Para a
determinagao, 25 yL de soro de pacu (em duplicata) foram colocados em
microplacas, seguido da adigao de 75 pL de tampéao fosfato de sodio e de 100
ML de suspenséao de M. lysodeikticus. A reducdo da densidade éptica da solucdo
foi medida em comprimento de onda de 450 nm, a cada cinco minutos durante
dez minutos (inicial, 5 e 10 min.), utilizando um leitor de microplacas
(ThermoPlate Reader MN). A atividade da enzima foi calculada pela formula: UA
= ([lisozima]/0,001) /10.
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2.3.3 Andlise de indicadores do sistema antioxidante

As amostras de figado congeladas a -80°C foram utilizadas para
determinacao das concentracdes de proteinas, atividade das enzimas Catalase
(CAT) e Jglutationa-S-transferase (GST) e para a determinacdo das
concentracdes de glutationa reduzida (GSH). As amostras foram pesadas e
homogeneizadas com homogeneizador turrax, em tampéao fosfato 0,1 M e pH 7,0
(10 vezes o volume do peso do figado), e entdo centrifugadas, durante 20

minutos a 4°C e 13.000 rpm. O sobrenadante foi separado para as analises.

2.3.3.1 Concentracdes de proteinas hepaticas

A concentracao de proteinas do sobrenadante foi determinada de acordo
com o método descrito por Bradford (1976), no qual se utiliza o corante de
“Coomassie brilliant blue” G-250. E baseado na interac&o entre o corante G-250
e macromoléculas de proteinas e utiliza a albumina do soro bovino (BSA) como
padrédo. O reagente azul brilhante de Coomassie causa mudanca de coloracao
para tons de azul conforme a concentracédo de proteinas, e a densidade Optica

da solucéo é lida em 595 nm.

2.3.3.2 Atividade da glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada de acordo
com a metodologia descrita por Keen et al., (1976), seguindo-se a complexagéo
da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CNDB), em 340

nm e expressa em nmol/min/mg de proteina hepatica.

2.3.3.3 Atividade da glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) foi determinada de acordo com a técnica de
Beutler (1963), e o principio da técnica se baseia na reacao da glutationa com o
DNTB, formando um tiolato (TNB) de cor amarelada. Quanto maior a presenca
de GSH, mais acentuada a cor. Leitura em 405 nm e expressa em nmol/mg de

proteina hepética.
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2.3.3.4 Atividade da catalase (CAT)
A catalase foi determinada de acordo com a técnica de Beutler (1975), o

principio do método consiste em catalisar a decomposicéao rapida do peroxido de
hidrogénio em moléculas menos reativas de Oz e H20 pela CAT, observado pelo

decaimento da absorbancia ao longo do tempo, a 240nm.

2.4 Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial (2 condi¢cfes x 3 dietas x 4 periodos), sendo duas condi¢des de
estresse (agudo e crdnico), trés niveis de vitamina E (0,100 e 500 mg/kg) e
guatro periodos de coletas (0,1,6 e 24 horas). Com as premissas satisfeitas, os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido de teste
Tukey (p<0,05) pelo software SAS 9.0.
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3. RESULTADOS

Para avaliar o efeito da suplementacdo de vitamina E nas respostas de
estresse, no sistema imune inato e no sistema antioxidante, noés oferecemos
racao suplementada com a vitamina por 30 dias a juvenis de pacu e submetemos
0S peixes a estressores agudo e cronico. Nés avaliamos, entdo, as
concentragfbes plasméticas de cortisol e glicose, a atividade respiratoria de
leucécitos, atividade do sistema complemento — via alternativa, atividade sérica
de lisozima, e a atividade das enzimas hepéaticas glutationa S-transferase (GST)
e catalase (CAT) e a concentracdo da glutationa reduzida (GSH). Durante o
periodo experimental, ndo houve mortalidade de peixes em nenhum dos grupos

testados.

3.1 Indicadores de estresse

3.1.1. Concentracoes plasmaticas de cortisol

Observamos perfis distintos das concentracdes de cortisol nas condi¢oes
de exposicao a estressores estudadas. Na condicdo A, em que 0s peixes nao
foram manipulados durante os 30 dias de alimentacdo com as dietas
experimentais, ndo observamos alteracao significativa (p>0,05) entre os grupos
de peixes nas duas amostragens (inicial e 24 h depois de um estressor agudo)
(Fig. 2 A). Nos peixes que foram manipulados durante 30 dias, observamos que
os valores foram encontrados nos peixes que receberam 500mg vit E/kg (p<0,05)
estavam reduzidos em relagdo aos peixes dos outros grupos (Fig. 1 B), enquanto

um dia depois nao havia diferengas entre os grupos (p>0,05)..
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Fig. 2 Concentracdo plasmética de cortisol de pacus alimentados com dietas contendo Omg,
150mg e 500mg de vitamina E (dL-a-tocoferol), antes do estressor e 24h apés estressor agudo.
(A) peixes sem estressor prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estressor cronico
por 30 dias. Letras minusculas indicam diferencga entre os tempos de amostragem em um mesmo
tratamento, letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos em um mesmo tempo e o
asterisco diferenca na condi¢cdo de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo indica a
falta de diferenca estatistica.

3.1.2. Concentracdes plasmaticas de glicose

A concentracdo plasmética de glicose aumentou uma hora apds o
estressor, apenas nos peixes ndo manipulados anteriormente (Fig. 3AeB) ea
elevacédo foi menor nos peixes que receberam 150mg de vitamina E (p<0,05).
Nos peixes que foram estressados diariamente, durante 30 dias, as
concentracdes de glicose foram menores que os valores iniciais, em todos os
grupos, as 24 h (p<0,05). Essa reducao foi observada as 6h apenas no grupo
controle.

Comparando o perfil da glicemia nos peixes das duas condicoes,
observamos valores mais elevados, 1 h ap0s exposi¢ao ao estressor, nos peixes
gue ndo manipulados anteriormente, que receberam 150 e 500mg de vitamina
E. Observamos também que as 6h, a glicemia nos peixes expostos a estressor
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cronico e que receberam as duas concentracdes de vitamina sdo mais elevadas
(p<0,05).
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Fig. 3 Concentracdo plasmatica de glicose de pacus alimentados com dietas contendo Omg,
150mg e 500mg de vitamina E (dL-a-tocoferol), antes do estressor e 24h apos estressor agudo.
(A) peixes sem estressor prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estressor cronico
por 30 dias. Letras mindsculas indicam diferenca entre os tempos de amostragem em um mesmo
tratamento, letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos em um mesmo tempo e o
asterisco diferenga na condicdo de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo indica a
falta de diferenca estatistica.

Caunesp 48



Mestranda - Aurea Veras Barbosa de Souza Orientadora - Elisabeth Criscuolo Urbinati

3.2 Indicadores de imunidade inata

3.2.1 Atividade respiratoéria de leucécitos (ARL)

A ARL aumentou 24h depois do estressor agudo, nos peixes controle que
nao foram previamente manipulados e a elevacéo foi reduzida nos peixes que
receberam suplementacao de vitamina E (Fig. 4 A e B). Nos peixes cronicamente
manipulados, na amostragem inicial, a ARL estava mais elevada nos peixes que
receberam 500 mg (p<0,05) e reduziu em todos os grupos 6 h ap6s exposicdo
ao estressor agudo. Comparando os valores de ARL obtidos nas duas condi¢des
de estresse, observamos valores mais elevados nos peixes que receberam 500
mg de vitamina E (p<0,05) na amostragem inicial e uma hora apos estressor.
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Fig. 4 Atividade respiratéria de leucécitos (ARL) de pacus alimentados com dietas contendo Omg,
150mg e 500mg de vitamina E (dL-a-tocoferol), antes e 24h apés estressor agudo. (A) peixes
sem estresse prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estresse cronico por 30 dias.
Letras minusculas indicam diferenca entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento,
letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos em um mesmo tempo e 0 asterisco
diferenca na condicdo de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo indica a falta de
diferenca estatistica.

Caunesp 49



Mestranda - Aurea Veras Barbosa de Souza Orientadora - Elisabeth Criscuolo Urbinati

3.2.2 Atividade hemolitica do sistema complemento (AHCso)

A AHCso aumentou (menor tempo) 24 h depois do estressor em todos 0s
grupos, nas duas condicdes (A e B), sendo que a maior ativacao foi observada
nos peixes que receberam 150mg de vitamina E (p<0,05) (Fig.5 A e B).
Observamos alta variacdo entre os valores das médias que interferiram na

significancia.
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Fig 5. Atividade hemolitica do sistema complemento (AHC) de pacus alimentados com dietas
contendo Omg, 150mg e 500mg de vitamina E (dL-o-tocoferol), antes e 24h apos estressor
agudo. (A) peixes sem estresse prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estresse
cronico por 30 dias. Letras mindsculas indicam diferenca entre os tempos de amostragem em
um mesmo tratamento, letras maidsculas indicam diferengas entre os tratamentos em um mesmo
tempo e o asterisco diferen¢a na condi¢ao de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo
indica a falta de diferenca estatistica.
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3.2.3 Concentracao sérica da lisozima

A concentragao sérica de lisozima reduziu nos peixes que receberam 150
e 500 mg de vitamina E 1h depois do estressor agudo nos peixes que nao foram
expostos a estresse durante 30 dias (p<0.05). Comparando os valores da
concentracdo sérica de lisozima nas duas condi¢cGes, observamos valores mais
elevados nos peixes que nao foram suplementados na amostragem inicial e 1h

apos o estressor (p<0,05).
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Fig. 6. Concentracéo sérica de lisozima de pacus de pacus alimentados com dietas contendo
Omg, 150mg e 500mg de vitamina E (dL-a-tocoferol) antes e 24h apds estressor agudo. (A)
peixes sem estresse prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estresse cronico por 30
dias. Letras mindsculas indicam diferenca entre os tempos de amostragem em um mesmo
tratamento, letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos em um mesmo tempo e 0
asterisco diferenga na condi¢do de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo indica a
falta de diferenca estatistica.
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3.3 Indicadores do sistema antioxidante

3.3.1 Atividade da glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) teve sua atividade em ambas condicfes de
estresse. Nos peixes que ndo foram manipulados durante o periodo
experimental os valores sao mais elevados 1h apés o estressor (p<0,05).
Observamos valores significativamente maior para os peixes alimentados com

150 e 500 mg de vitamina E em ambas as condi¢fes de estresse (p<0,05).
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Fig. 7 Atividade da glutationa reduzida (GSH) de pacus alimentados com dietas contendo Omg,
150mg e 500mg de vitamina E (dL-a-tocoferol), antes do estressor e 24h apos estressor agudo.
(A) peixes sem estressor prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estressor crénico
por 30 dias. Letras mindsculas indicam diferenca entre os tempos de amostragem em um mesmo
tratamento, letras mailsculas indicam diferengas entre os tratamentos em um mesmo tempo e o
asterisco diferen¢a na condi¢éo de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo indica a
falta de diferenca estatistica.
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3.3.2 Atividade da glutationa S-transferase (GST)

A glutationa-S-transferase (GST) nao diferiu em ambas as condi¢des,
tanto nos peixes que sofreram estresse agudo quantos os que sofreram crénico
(p>0,05) (Fig. 8 A e B), exceto por uma diferenca quanto ao estresse nos peixes,

1 h depois do estressor agudo.
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Fig. 8 Atividade da glutationa-S-transferase (GST) de pacus alimentados com dietas contendo
0mg, 150mg e 500mg de vitamina E (dL-a-tocoferol), antes do estressor e 24h apds estressor
agudo. (A) peixes sem estressor prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estressor
cronico por 30 dias. Letras mindsculas indicam diferenca entre os tempos de amostragem em
um mesmo tratamento, letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos em um mesmo
tempo e o asterisco diferen¢a na condigdo de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo
indica a falta de diferenca estatistica.
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3.3.3 Atividade da catalase (CAT)

A catalase (CAT) teve sua atividade em ambas condicGes de estresse
(p<0,05). Nos peixes que nao foram manipulados durante o periodo experimental
os valores sdo mais elevados 1h apds o estressor. Observamos valores
significativamente maior para os peixes alimentados com 150 e 500 mg de

vitamina E em ambas as condicdes de estresse (p<0,05).
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Fig. 9 Atividade da catalase (CAT) de pacus alimentados com dietas contendo Omg, 150mg e
500mg de vitamina E (dL-a-tocoferol), antes do estressor e 24h apds estressor agudo. (A) peixes
sem estressor prévio expostos a estressor agudo e (B) peixes sob estressor cronico por 30 dias.
Letras minusculas indicam diferenca entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento,
letras mailsculas indicam diferencas entre os tratamentos em um mesmo tempo e o asterisco
diferenca na condicéo de estresse (A com B) (p<0,05). Auséncia de simbolo indica a falta de
diferenca estatistica.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, nds investigamos o uso oral da vitamina E como estratégia
para modular respostas de estresse, da imunidade inata e do sistema
antioxidante de pacus expostos a estresse agudo, cronico e agudo depois de
uma condicdo cronica. Estressores na aquicultura sdo inevitaveis, com carater
agudo e cronico, e o objetivo fundamental para o sucesso da producéo € reduzir
esses efeitos. Estressores que parecem insignificantes, como por exemplo,
transporte, temperatura, manejo, a que esses animais estdo submetidos podem
ter efeitos que venha comprometer na saude dos mesmos (Shreck, 2016).

No presente estudo o cortisol plasmatico e a concentracao plasmatica de
glicose foram mesurados. A resposta de estresse inclui elevacdo das
concentracfes sanguineas de cortisol e glicose apds a exposicdo ao estressor
(Barton, 2002). A analise do perfil do cortisol foi prejudicada por termos apenas
analise 24 h depois do estressor, mas é possivel observar, em condicbes de
estresse cronico, que a vitamina E modulou a resposta do horménio, reduzindo-
a na amostragem inicial, sugerindo um efeito protetor da vitamina. Sob estresse
repetitivo, “gilthead seabream” (Sparus aurata) alimentado com dieta deficiente
em vitamina E mostrou elevacdo mais rapida dos niveis de cortisol em resposta
ao estresse que os peixes controle (Montero et al., 2001).

No caso da glicose plasmatica, nos peixes sem prévia manipulacéo,
houve elevacdo da glicemia uma hora depois do estressor, sendo menor nos
animais que receberam 150 mg da vitamina E, e essa elevacao comecgou a voltar
aos valores iniciais na amostragem seguinte (seis horas). Nos peixes
cronicamente manipulados, a elevacdo em uma hora ndo é evidente, mas as
seis horas a reducdo s6 ocorre nos peixes controle. A menor elevacao da
glicemia nos peixes sem prévia manipulacdo alimentados com 150 mg da
vitamina sugere um papel protetor deste nutriente neste indicador de estresse.

A modulacédo do sistema imune por varios imunoestimulantes na dieta
vem sendo apontada como um método de melhorar a saude do animal (Kiron,
2012) e como redutor de estresse (Pahor Filho et al., 2017).

No presente estudo, a vitamina E, na dose mais elevada, aumentou a ARL
nos peixes que foram cronicamente estressados. A ARL tem perfis distintos nas

duas condicfes de estresse, pois ela € aumentada 24 horas nos peixes apos
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estressor agudo, enquanto no estresse crébnico ha uma reducéo seis horas
depois do estressor agudo, em ambos os casos independente da vitamina. Em
“‘gilthead seabream” com deficiéncia de vitamina E, e, repetitivamente
estressados, a producao de radicais livres de oxigénio por neutrofilos do sangue
foi reduzida (Montero et al., 2001). Considerando estes dados e a resposta que
observamos com elevacédo da ARL em pacus alimentados com suplementacéao
de vitamina E, sugerimos que ela é moduladora da resposta dos leucécitos.

A vitamina E também potenciou a resposta do sistema complemento nos
peixes cronicamente estressados (24 horas). O sistema complemento
desempenha uma defesa importante sinalizando a presenca de potenciais
patdgenos para o hospedeiro e destruindo esses microrganismos. No estudo
anteriormente citado (Montero et al., 2001), dietas deficientes em vitamina E
diminuiram a atividade do sistema complemento em “gilthead seabream”. Em
outro estudo, Montero et al. (1998) avaliaram a atividade do sistema
complemento em “gilthead seabream” sob diferentes condicbes de estresse
(adensamento e perseguicdo repetitiva) e encontraram reducao da atividade
quando as dietas oferecidas aos peixes eram deficientes em a-tocoferol. Os
autores sugeriram que a deficiéncia nutricional, mais que o estresse, foi

determinante para a ativacdo do sistema complemento.

O sistema de defesa antioxidante inclui varias enzimas dentre elas a
catalase (CAT), a glutationa-S-transferase (GST) e o produto glutationa reduzida
(GSH). As enzimas antioxidantes atuam para garantir a protecdo contra o
estresse oxidativo, atuando de forma coordenada.

A catalase € encontrada em quase todos os organismos aerébicos, com
excecdo de algumas cianobactérias e de algumas bactérias e parasitos
helmintos (Halliwell & Gutteridge, 1989). A atividade da catalase avaliada
aumentou sua na atividade, diminuindo o dano nas membranas celulares. Apos
0 estresse a enzima CAT apresentou maior atividade e o maior resultado foi
observado no grupo suplementado com 150 mg de vitamina E. Devido as
condicGes de estresse por perseguicdo, provavelmente ocorreram mudancas
adaptativas nas fun¢des mitocondriais para garantir a oxigenacao tecidual. No
entanto, esta adaptacéo proporciona um aumento de ERos como resultado da

oxidagdo da enzima xantina redutase na xantina oxidase, uma transformacgéo
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gue visa garantir niveis de oxigénio (Lushchak, 2011; Portner, 2002). O aumento
das atividades de enzimas antioxidantes também foi relatado para diferentes
espécies de organismos aquaticos sob hipoxia, como: atividade de CAT de
Carassius auratus (Lushchack et al., 2001) e SOD, CAT e GPx de Litopenaeus
vannamei (Kniffin, Burnett & Burnett, 2014; Parrilla - Taylor & Zenteno-Savin,
2011; Transrifia-Arenas et al., 2013).

A GSH esta presente na maioria das células e pode ser considerada um
dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula,
protegendo-a contra lesdes resultantes da exposi¢éo a agentes oxidantes como
ions ferro, oxigénio hiperbarico. Além disto, participa da detoxificacdo de agentes
guimicos e da eliminacédo de produtos da lipoperoxidacéo e € requerida para a
sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas. No presente
estudo, o aumento significativo da GSH nos tempos experimentais de 1h apos o
estresse em peixes ndo manipulados e cronicamente manipulados sugere
aumento da protecdo do organismo contra 0 eventual estresse oxidativo
presente nesta condicdo e a reducdo em seguida, nos grupos tratados com
vitamina E, indica um possivel papel modulador na recuperacao do estado redox
da célula. Takahashi et al., 2017 avaliaram em pacus alimentados com dietas
contendo diferentes concentracbes de selénio (Se), e apresentaram baixa
guantidade da GSH. No presente estudo a atividade desta enzima teve sua
atividade em ambas condi¢des de estresse.

A GST é considerada uma importante enzima de desintoxicagdo, por
metabolizar grande variedade de compostos xenobidticos organicos, por meio
da conjugacédo destes com a glutationa reduzida (GSH), formando substancias
de baixa toxicidade. No presente trabalho, a atividade desta enzima nao diferiu
em ambas as condi¢cOes de estresse, provavelmente pelo alto coeficiente de
variacdo. Biller-Takahashi et al. (2015) mostraram que em pacus alimentados
com diferentes concentraces de selénio houve melhora do status oxidativo, o
que indica maior defesa imunolégica.

Geralmente, a suplementacdo de vitamina E é capaz de prevenir a
alteracbes causadas pela exposicdo a danos oxidativos. Da mesma forma,
Dandapat et al. (2000) sugeriram que a vitamina E na dieta é capaz de reduzir

os niveis de LPO e pode modular o antioxidante sistema de defesa (medido pela

Caunesp 57



Mestranda - Aurea Veras Barbosa de Souza Orientadora - Elisabeth Criscuolo Urbinati

recuperacdo de SOD, CAT, GPx, atividades de GR e niveis de GSH) em
hepatopancreas e branquias do gigante camarao de agua doce Macrobrachium
rosenbergii, em doses de 200 e 400 mg de vitamina E / kg de racdo. O figado foi
descrito como o mais importante 6rgédo envolvido na regulacdo do metabolismo
redox e € um 6rgdo alvo para danos oxidativos. Portanto, os efeitos protetores
da vitamina E sdo principalmente visiveis em o 6rgdo mais afetado,como o

figado.

5 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a vitamina E estimula o sistema imune
de pacu, sendo que ambas concentragcdes promoveram resultados quanto as
respostas de imunidade. A concentracdo de 500 mg de vitamina E promovendo
melhores resultados para as atividades dos respiratorias dos leucdcitos e
sistema complemento. Os estressores aplicados induziram apenas respostas na
catalase (CAT) e glutationa reduzida (GSH), e diminuicdo da glutationa-S-

transferase.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Suplementagao dietética
com vitamina E: variaveis fisiolégicas e avaliagdo do sistema antioxidante de
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)”, protocolo n° 018861/17, sob a
responsabilidade da Prof.2 Dr.? Elisabeth Criscuolo Urbinati, que envolve a produgéo,
manutengdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, no
decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE
CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-
SP, em reunido ordinaria de 07 de dezembro de 2017.

Vigéncia do Projeto 01/01/2018 a 01/12/2018

Espécie / Linhagem Piaractus mesopotamicus

N° de animais 240

Peso / Idade 80g

Sexo Indefinido

Origem Centro de Aquicultura da Unesp - CAUNESP

Jaboticabal, 07 de dezembro de 2017.

P id Rigobelo
e Crooydenador — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinrias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
tel 16 3209 2600 fax 3202 4275 www.fcav.unesp.br
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