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RESUMO

A intensificacdo da piscicultura pode aumentar a frequéncia e intensidade de
situacOes estressantes, diminuindo a produtividade. A resposta de estresse se
estabelece com o fim de manter a homeostase, porém seu prolongamento pode
diminuir a capacidade de defesa do organismo, por acdo do cortisol, o expondo a
patégenos. Neste sentido estuda-se a acdo estratégica de moléculas que tém a
capacidade de estimular o sistema imune, a exemplo do B-glucano, protegendo os
peixes antes de manejos. A imunidade dos peixes, semelhante a dos mamiferos,
pode ser acessada por meio da andlise de componentes celulares e moleculares. O
pacu, por suas caracteristicas produtivas, foi escolhido como modelo biolégico.
Neste contexto foram desenvolvidos trés experimentos. O primeiro avaliando a acdo
da alimentagdo contendo B-glucano frente a simulacdo de estresse por injecédo
intraperitoneal de hidrocortisona e o0 segundo e terceiro, testando a acdo do
imunoestimulante frente a elevacdo do cortisol exdégeno e enddgeno,
respectivamente, e inoculacdo com Aeromonas hydrophila. Na andlise geral dos
resultados, os protocolos de elevacdo do cortisol endégeno e exdgeno foram
eficientes, porém, por induzir niveis acima dos fisiolégicos, recomenda-se usar dose
menor que 10ug/g para o segundo. O uso de 0,5% de B-glucano reduziu os niveis de
cortisol, sugerindo atenuacdo da resposta hormonal, além de ativar a funcéo
leucocitaria com 0,1% e 0,5%, administrados por 15 e 10 dias, respectivamente,
mesmo com diminuicdo do numero de leucdOcitos por acdo do cortisol. A
concentragdo de lisozima e atividade do sistema complemento responderam a
infeccdo. aumentando simultaneamente 24 horas apds inoculacao.

Palavras-chave: estresse, aquicultura, peixe, pacu, imunidade, leveduras,
imunoestimulantes



ABSTRACT

Fish farming intensification may increase the frequency and intensity of stressful
situations, decreasing productivity. The stress response is established in order to
maintain homeostasis, but its extension may decrease the ability of defense, by the
action of cortisol, exposing fishes to pathogens. In this sense is studied the strategic
use of molecules that have the ability to stimulate the immune system, such as [3-
glucan, protecting the fish before stressful events. The immunity of fish is similar to
that of mammals and can be monitored through the analysis of some components
such as lysozyme, complement system proteins and white cells profile. Pacu was
chosen as biological model by its productive characteristics. In this context three
experiments were established. The first evaluated the action of B-glucan-containing
feed against a stress condition simulated by intraperitoneal injection of
hydrocortisone. The second and third ones tested the action of theB-glucan against
the elevation of exogenous and endogenous cortisol, respectively, and Aeromonas
hydrophila inoculation. In the overall results, the protocols used to increase
endogenous and exogenous cortisol were efficient, however, due to induce cortisol
levels above the physiological, it is recommended to use a dose lower than 10mg / g
hydrocortisone for the exogenous. The use of 0.5% B-glucan reduced cortisol levels,
suggesting attenuation of hormonal response, and activate leukocyte function with
0.1% and 0.5%, administered for 15 and 10 days, respectively, even with reduction of
leukocytes number by cortisol action. The concentration of lysozyme and
complement system activity responded to infection. increasing 24 hours after
inoculation simultaneously.

Key-words: stress, aquaculture, fish, pacu, immunity, yeast, immunostimulant



Consideracgdes iniciais

Este estudo esta inserido na linha de pesquisa de fisiologia do estresse em
peixes, do grupo de pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Elisabeth Criscuolo
Urbinati. Os primeiros estudos do grupo avaliaram principalmente efeitos
secundarios na resposta de estresse (manipulacdo, transporte, comportamento e
interacdo), assim como a ontogenia dos 6rgdos responsaveis pela resposta e a
utiizacdo de métodos para reduzir a intensidade da resposta de estresse e
agressividade. Posteriormente, os estudos seguiram com a avaliacdo de um dos
efeitos terciarios mais importantes decorrentes das modificacdes fisioldgicas
provocadas pelo cortisol, horménio indicador da resposta de estresse, a supressao
do sistema imunoldgico e aumento da susceptibilidade a doencas. Com este novo
escopo, ou seja, a acdo de substancias capazes de modular o sistema imune,
estudos que incluem o uso de B-glucano, Aloe vera, Vitaminas C e E, levamizol e
saponina de quilaia vem sendo desenvolvidos pelo grupo de pesquisa.

A utilizagdo do B-glucano, assim como as doses e tempo de administracao
deste estudo, foi escolhida com base em estudos anteriores com o pacu realizados
pelo grupo de pesquisa. Considerando que, tanto a administracdo por tempos mais
longos,como niveis de inclusdo acima de 1% nao provocaram os efeitos desejados,
foi decidido utilizar neste estudo doses mais baixas, que ja haviam evidenciado
algumas respostas para a espécie estudada, bem com administracéo de 10-15 dias.

O modelo de implante de liberac&o lenta contendo hidrocortisona foi utilizado
com o objetivo de provocar elevacdo dos niveis de cortisol sem ativar o eixo
hipotadlamo- pituitaria-interrenal(HPI), na tentativa de aproximar as respostas dos
animais, diminuindo as diferencas individuais e possibilitando observar com maior
clareza o efeito do hormonio cortisol nas variaveis do sistema imune estudadas. As
doses da droga foram testadas em experimento piloto e toda a metodologia utilizada
como referéncia, que utiliza uma mistura de gordura vegetal hidrogenada e 6leo
vegetal como veiculo, foi testada e modificada para até chegar a utilizacdo da
manteiga de cacau liquefeita.

A inducdo de estresse por exposicdo aérea, ja realizada em varios estudos
anteriores do grupo, também foi utilizada, com a finalidade de observar as respostas

dos animais pela ativacéo do eixo HPI e acéao do cortisol endégeno.



Quando os estudos do grupo comecaram a focar no efeito do estresse na
imunidade inata dos peixes, além das varidveis imunoldgicas (atividade respiratoria
de leucacitos, lisozima, sistema complemento, perfil de células brancas, relacéo
proteina total/albumina e atividade bactericida do soro), o desafio bacteriano com
Aeromonas hydrophila comecou a ser realizado utilizando-se uma concentracédo de
bactérias previamente calculada, capaz de provocar a doengca e matar 50% da
populacao teste (DL50), e avaliar indice de mortalidade dos peixes. Com a evolucao
dos estudos e analise de resultados encontrados, foi proposta a inoculagéo
experimental com dose abaixo da DL50, com a intengdo de estimular o sistema
imune dos animais sem provocar sintomas externos da doenca e mortalidade, um
resultado menos pratico que o indice de mortalidade, porém mais interessante e
refinado do ponto de vista imunoldgico.

Dentro deste contexto, este estudo se desenvolveu por meio de trés ensaios

apresentados nesta tese:

1) Cortisol exégeno e imunomodulagao por B-glucano

2) Imunoestimulacdo com f-glucano, cortisol exdgeno e infeccéo
experimental com Aeromonashydrophila.

3) Imunoestimulacdo com B-glucano, cortisol endégeno e infeccédo
experimental com Aeromonashydrophila.

Vi



Capitulo | - Revisdo Bibliogréfica

1. Estresse em peixes

A aquicultura cresce no Brasil e no mundo em ritmo acelerado e tem se
mostrado uma forma promissora de suprir as necessidades da populagcdo com
relacdo a proteina de origem animal de alta qualidade. Como qualquer atividade
econdmica, tem por objetivo o maior indice produtivo possivel. Porém, na busca por
uma melhor producdo, situacdes estressantes como adensamento, ma qualidade da
agua e manejo de rotina, inerentes a atividade, foram intensificadas. Tais situacfes
podem provocar diminuicdo na imunidade dos animais, tornando-os mais
susceptiveis a doencas e aumentando a mortalidade, efeitos contrarios aos
desejados, que podem inviabilizar a atividade (Urbinati e Carneiro, 2004).

O estresse tem inicio com estimulos que representam ameaca e ativam uma
resposta em cadeia, na qual o sistema nervoso central, por meio do sistema
hormonal, promove alteracGes fisiol6gicas para preparar o organismo para se
defender e sobreviver a adversidade. Os agentes estressores podem ser fisicos,
ambientais, sociais e simbdlicos (percepc¢éo e avaliacdo de ameaca) e as respostas
variam conforme a intensidade e duragcédo do estimulo (Barton e lwama, 1991; Tort,
2011). Alguns estressores como adensamento, captura (perseguicdo e exposicao
aérea), manuseio e transporte estdo presentes em maior ou menor intensidade e
sao inevitaveis na rotina de uma piscicultura (Urbinati e Carneiro, 2004).Além das
respostas primarias (aumento da secrecdo de catecolaminas e cortisol) e
secundéarias metabdlicas (hiperglicemia), ibnicas (alteragdo na concentracdo de
sbdioe cloreto) e hematoldgicas (alteracdo de pardametros da série vermelha), a
imunossupressdo é uma resposta tipica de estresse (Wendelaar Bonga, 1997).

Quando o sistema de defesa dos peixes responde para compensar os efeitos
negativos de estimulos adversos, um papel regulador importante tem sido atribuido
ao sistema neuro-enddécrino, que envolve o eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal. Nos
peixes, as ceélulas esteroidogénicas, produtoras de cortisol, chamadas células
interrenais, estao localizadas no rim cefalico e tém proximidade com as células
cromafins, produtoras de catecolaminas, o que evidencia um controle paracrino na

liberacdo dos hormoénios (Reid et al., 1996;Huising et al., 2007). Na maioria dos



peixes, a liberacdo de hormonios ocorre em segundos, como o hormoénio liberador
de corticotropina (CRH), de segundos a minutos como o0 hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) e em minutos como o cortisol (Huising et al., 2006). A
elevacdo do cortisol plasmatico € o principal indicador de estresse em peixes. Seus
niveis elevados podem assim permanecer por horas ou dias, dependendo da
intensidade e duracdo do estimulo. O cortisol endégeno atua em 6rgdos como
figado, branquias e intestino, modulando o metabolismo energético e o equilibrio
hidromineral. Caso a situacdo estressante persista, as respostas organicas podem
perder suas fungbes de homeostase e adaptacdo por exaustdo do sistema,
tornando-se deletérias, em funcdo da permanéncia de niveis elevados de cortisol,

com prejuizos a osmorregulacao e imunossupressao(Wendelaar Bonga, 1997).

2. Estresse e modulacao do sistema imune

A ativacdo da resposta de estresse pode provocar tanto ativacdo como
inibicdo do sistema imune. Em um primeiro momento, ocorre ativacao,
principalmente provocada por catecolaminas e pelo CRH e, posteriormente, ocorre
inibicdo, provocada pela liberacdo dos horménios do eixo hipotalamo-pituitéria-
interrenal (HPI), particularmente relacionada a acdo do cortisol(Tort, 2011). Em
situacdes de estresse, as concentracfes de cortisol e catecolaminas aumentadas
atuam nos tecidos hematopoiéticos (rim cefalico, baco), diminuindo a producéo de
leucécitos. Da mesma forma, macréfagos e linfécitos circulantes podem ser
diretamente afetados pelos hormonios (Ellis, 1981).

Em casos de estresse agudo por manipulagcéo, pode ser observado aumento
no numero de receptores de glicocorticoides nos leucdcitos do rim cefalico (Maule e
Schreck, 1991). Apesar de poucas informacdes em peixes, alguns estudos mostram
alteracdes em numero e padrao de distribuicdo de células brancas decorrentes de
estresse, pela necessidade de mobilizacdo de células para locais afetados e
aumento da eficiéncia de defesa (Wojtaszek et al., 2002; Dhabhar, 2002).A fase
aguda do estresse favorece a mobilizacdo de células de defesa, e a distribuicdo dos
diferentes tipos celulares, de acordo com a necessidade (Dhabhar, 2002). Seguindo

0 aumento inicial de leucdcitos, e com a permanéncia da ativagédo do eixo HPI,ocorre



uma diminuicdo geral do numero de células circulantes, reflexo da migracdo e
permanéncia das mesmas nos 6rgaos afetados (Tort, 2011).

A reducdo da quantidade e atividade dos componentes do sistema imune
pode diminuir a resisténcia dos peixes a doencas e facilitar a infeccdo por
microorganismos patogénicos oportunistas. Neste caso, 0s imunoestimulantes
podem ser utilizados estrategicamente antes de manejos estressantes, dando aos
animais melhores condicbes de defesa como ja relatado (Robertsen, 1999; Sakali,
1999; Raa, 2000; Ganguly et al., 2010).

A Aeromonas hydrophila é um bastonete ou coco-bastonete Gram negativo
aerdbio ou anaerdébio facultativo, agente etiolégico da enfermidade conhecida como
septicemia hemorragica. Esta presente em praticamente todos os ambientes
aguaticos, assim como na pele e no trato intestinal dos peixes de agua doce
(Holliman, 1993). A ampla distribuicdo da bactéria e sua adaptacdo a mudancas
ambientais deve-se a ampla variedade de enzimas secretadas por suas cepas
(Pemberton et al.,, 1997). A manifestacdo da septicemia hemorragica esta
normalmente relacionada a situacbes estressantes como a ocorréncia de
parasitoses (Martins et al., 2000), condi¢cBes inapropriadas da agua, tais como
grande quantidade de matéria organica, baixa concentracdo de oxigénio dissolvido,
oscilacdes térmicas e outras formas de fragilidade dos hospedeiros (Austin e Austin,
2007).

3. Sistemaimune em peixes

O sistema imune dos peixes, como nos demais vertebrados, apresenta
respostas imunes inatas ou nao especificas que funcionam como uma primeira
barreira contra microrganismos, e respostas imunes especificas, mais lentas,
dependentes do reconhecimento de antigenos, producao de anticorpos especificos e
formacdo de memoria imunolégica (Bernstein et al., 1998).

A imunidade inata € constituida por células e moléculas, presentes em tecidos
e fluidos corporais que desempenham acdo protetora. Algumas proteinas foram
identificadas em peixes, a exemplo da mucotripsina, transferrina, lisozima, proteinas
do sistema complemento e lectinas(Dalmo et al., 1997).A imunidade inata celular &

constituida basicamente por mondcitos, macrofagos e granulécitos (neutréfilos,



eosindfilos e basdfilos) e células citotoxicas (Natural killers)(Secombes, 1996), que
atuam no reconhecimento e na eliminacdo de patdgenos, funcbes essenciais nesta
etapa de defesa do organismo (Zacconeet al., 2009). Em peixes, assim como em
mamiferos, no inicio das respostas a varios tipos de infec¢éo, a medula 6ssea libera
mais neutrofilos que o usual, resultando em um aumento do numero das células
circulantes, podendo seu perfil ser usado como indicativo de infeccao(Kindtet al.,
2006). Os fagocitos também desempenham um papel importante em funcédo de sua
atividade respiratoria. Durante a fagocitose, ocorre a producéo de espécies reativas
de oxigénio que desempenham funcao bactericida (Afonso et al., 1998).

Muitas moléculas e células que atuam na resposta imune inata podem ser
utilizadas como indicadores no monitoramento da saude dos peixes e na avaliacao
do efeito de imunoestimulantes(Robertsen, 1999). Composto por varias proteinas
soluveis, o sistema complemento desempenha um papel importante na imunidade
ndo especifica atuando nos processos biolégicos de fagocitose, opsonizacéo,
guimiotaxia de leucécitos e inativacdo de toxinas liberadas por bactérias (Secombes,
1996; Claire et al., 2002; Boshra e Sunyer, 2006, Nakao et al., 2011).As proteinas do
sistema complemento também estdo envolvidas nos mecanismos de recrutamento
de células fagociticas em reacdes inflamatérias e na exposicao de antigenos aos
linfécitos, atividades relacionadas com a via classica do sistema (Claire et al., 2002;
Boshra e Sunyer, 2006).0 sistema complemento é mais estudado e conhecido em
mamiferos, € composto por 30 proteinas plasmaticas e de membrana, que Ssao
ativadas em trés vias de reacOes distintas as quais convergem em C3, uma
convertase, pivd central do sistema. A acéo das trés vias, classica, alternativa e das
lectinas forma o complexo de ataque a membrana (CAM), responsavel pela
atividade litica em patégenos (Nonaka e Smith, 2000; Nakao et al., 2011). O sistema
complemento dos peixes é funcionalmente similar ao de mamiferos, sendo as
principais vias descritas em mamiferos, classica, alternativa e litica, foram
identificadas em nivel funcional em peixes 6sseos e cartilaginosos (Nonaka e Smith,
2000). Biller-Takahashi et al. (2012) observaram aumento da atividade litica da via
alternativa das proteinas no sistema complemento em pacus apés desafio com
Aeromonas hydrophila.

A lisozima é uma molécula importante na defesa do organismo contra

patdgenos. E uma enzima produzida pelos leucécitos e apresenta atividade litica



sobre membranas de diversas espécies de bactérias, tanto em bactérias Gram
positivas quanto negativas. Em peixes, a enzima encontra-se amplamente
distribuida sobre a pele, muco, branquias, trato intestinal, soro, tecidos linféides e
outros fluidos corporais. Variagdes nos niveis séricos de lisozima podem ocorrer
devido a sazonalidade, sexo, maturacdo sexual, alimentacdo, temperatura da agua,
estresse e infec¢cbes (Hernandez e Tort, 2003). A mensuragdo da concentracdo
sérica de lisozima pode ter valor diagnostico na determinacdo da condicao
imunologica e resisténcia a doencas (Saurabh e Sahoo, 2008).

Embora ambas as respostas, inatas e especificas, tenham papéis
fundamentais na defesa contra patdgenos, acredita-se que, para 0S peixes, as
respostas inatas sejam mais importantes quando comparados com
mamiferos(Urbinati e Carneiro, 2004; Saurabh e Sahoo, 2008).

O entendimento da biologia dos peixes, em particular da resposta imune, €
importante para um manejo sanitario apropriado. O estudo da resposta inata nestes
animais, bem como a ac&do de imunoestimulantes, tem gerado interesse econémico
crescente nos Ultimos anos e pode ser considerado um fator chave na defesa

priméria e na organizacdo da imunidade adquirida (Whyte, 2007).

4. Imunoestimulantes

O sistema imunolégico é influenciado direta ou indiretamente pelos nutrientes
ingeridos na alimentacdo, portanto, a adequacdo dos niveis dos mesmos na
formulacdo de uma dieta é de extrema importancia (Pezzatoet al., 2004) e um
caminho economicamente promissor para o aumento da produtividade em sistemas
intensivos de criagéo de peixes (Menezeset al., 2006).

A estimulagdo da imunidade e consequente aumento da resisténcia a
doencas tem sido alvo de muitos estudos (Robertsen, 1999; Sakai, 1999;Sohn et al.,
2000; Ganguly et al., 2010). Os grupos de substancias estudadas e utilizadas como
imunoestimulantes sédo variados, encontrando-se quimicos sintéticos (levamisole),
derivados de bactérias (B-glucano e LPS-lipopolisacarideo), polissacarideos
(quitosana), extratos de plantas e animais, fatores nutricionais (vitamina C e vitamina
E), hormdnios (prolactina e hormdnio do crescimento), citoquinas (interleucina e

lactoferrina), entre outros. Embora ndo se possa esperar de um imunoestimulante,



um efeito especifico e duradouro como o0s observados no uso de vacinas e
quimioterapicos, tem-se como vantagem a possibilidade do uso na alimentacao
como estratégia profilatica(Sakai, 1999;Sohn et al., 2000).

Dentre os imunoestimulantes mais pesquisados, e que vém mostrando efeitos
evidentes em peixes, esta o B-glucano, formado por uma cadeia linear de poli-
glicoses, derivado de leveduras, fungos e micélio de fungos, também podendo ser
encontrado em cereais, principalmente aveia e cevada (Robertsen, 1999;Meena et
al., 2013). O B-glucano tem sua atuacao principal na imunidade inata por meio da
estimulacdo da atividade fagocitaria, que ocorre pela ligagdo do imunoestimulante
com receptores presentes em macréfagos e outras células brancas(Engstad et al.,
1992;Gantner et al., 2003; Herre et al., 2004). Os estudos apontam varios tipos de
receptores para B-glucano presentes em macréfagos (receptores scavengers,
receptores complemento CR3, lactosilceramidas, receptores dectin-1, receptores
Toll-like), porém os mecanismos exatos de acdo ainda nao sdo claros(Meena et al.,
2013).0s efeitos positivos dos glucanos na imunidade inata foram observados em
outros estudos, em varios parametros imunoldgicos (Sakai, 1999; Meena et al.,
2013), incluindo a atividade respiratéria de leucdcitos (Verlhac et al., 1998; Sahoo e
Mukherjee, 2001; Cook et al., 2003), concentracdo de lisozima (Paulsen et al., 2001,
Sahoo e Mukherjee, 2001; Bagniet al., 2005) e atividade hemolitica do sistema
complemento (Misra et al., 2006; Siwicki et al., 2009), porém os efeitos podem variar
de acordo com a dose, meio e tempo de administracdo (Sohn et al., 2000; Dalmo e
Bagwald, 2008; Li et al., 2009).

5. Modelo bioldgico

O estudo dos efeitos que o0 estresse e a elevacdo do cortisol plasmatico
provocam na imunidade, bem como da acédo de imunoestimulantes como forma de
minimizar o efeito negativo de estressores na criacdo de peixes, € de grande
importancia para a atividade e, no Brasil, com 0 crescente interesse por peixes
nativos, é necessario que os mesmos sejam incluidos em pesquisas para criacdo de
pacotes tecnoldgicos que colaborem com o crescimento da piscicultura nacional.

O pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887), da familia Characidae e

subfamilia Myleninae, é encontrado nas bacias do rio Parana, Paraguai e Uruguai



(Godoy, 1975). Sua maior distribuicdo ocorre na regidao Centro-Oeste, no Pantanal
do Mato Grosso (Petrere Jr, 1989). E um dos peixes nativos de maior importancia
econdmica no Brasil (Queirozet al., 2005; Urbinati et al., 2013) e de grande interesse
econbmico para piscicultura comercial, devido ao habito alimentar onivoro,
rusticidade, crescimento rapido e dominio da tecnologia de reproducao artificial
(Oliveira et al., 2004). A espécie tem sido muito estudada nas regiées Sul, Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil, com enfoque na reproducdo (Romagosa et al., 1990; Cruz-
Landim et al., 2003; Isekiet al., 2003; Criscuolo-Urbinati et al., 2012),
larvicultura(Fregadolli, 2003; Jomori et al., 2003), alimentacdo e nutricdo (Martins,
1998; Fernandes et al.,, 2001; Souza et al., 2000; Dias-Koberstein et al., 2005;
Takahashi et al., 2006a; Abimorad et al., 2007; Takahashi et al., 2011), parasitologia
e sanidade (Martins et al., 2000; 2002; Garcia et al., 2007), manejo e respostas de
estresse (Krieger et al., 1989; Martins et al., 2000; Takahashi et al., 2006b; Biller et
al., 2008; Abreu et al., 2009b; Mataqueiro et al., 2009; Abreu et al., 2012; Feitosa et
al., 2013) e respostas imunoldgicas (Belo et al., 2005; Abreu et al., 2006; Abreu et
al., 2009a; Biller-Takahashi et al., 2012; Biller-Takahashi et al., 2013a, b, c; Biller-
Takahashi e Urbinati, 2014; Biller-Takahashi et al., 2014a, b).
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Capituloll — Cortisol exdgeno e imuno-modulacdo com B-glucano.

Resumo:A intensificacdo da piscicultura ocasiona situacdes estressantes nos
animais que, caso persistam,podem afetar negativamente o sistema imune. A
imunidade inata pode ser estimulada por diversas substancias. Neste estudo, juvenis
de pacu foram alimentados por 15 dias com dietas contendo trés niveis de $-glucano
(0%(T0), 0,1%(T0,1) e 0,5%(T0,5)) e receberam implante intraperitoneal de
manteiga de cacau contendo duas concentracdes de hidrocortisona (0(mc) e
50ug/g(c)), sendo amostrados 1,3,6 e 24horas apos o implante. Os niveis séricos de
cortisol foram maiores nos grupos que receberam hidrocortisona, permanecendo
elevados por 24 horas e a glicemia apresentou perfil semelhante ao do cortisol. A
atividade respiratoria de leucdcitos foi menor nos peixes que receberam implante
com hidrocortisona e aqueles que receberam 0,1% de glucano apresentaram
atividade aumentada comparado com o0s animais controle trés horas apds o
implante. Nao houve influéncia do B-glucano ou do implante contendo 50ug/g de
hidrocortisona na concentracdo de lisozima e na atividade hemolitica do sistema
complemento. Concluindo, o cortisol exégeno diminuiu a atividade respiratoria de
leucécitos, porém 0,1% de B-glucano mostrou efeito protetor, com maior resposta na
amostragem de trés horas ap6s implante, em comparacdo com 0 grupo controle
(TO).

Palavras chave: estresse, imunidade, aquicultura, pacu, imunoestimulantes,

leveduras

1. Introducéo

A aquicultura vem crescendo e se destacando no pais e no mundo. Com sua
intensificacdo, situacdes inevitaveis presentes na rotina da criacdo, como manejo,
adensamento e qualidade de agua, podem provocar estresse nos peixes (Urbinati e
Carneiro, 2004). O estresse se caracteriza por estimulos nocivos que desencadeiam
resposta do sistema nervoso central, por meio do eixo hipotadlamo-pituitaria-

interrenal (HPI), com liberacdo de catecolaminas e cortisol, que aumentam o aporte
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energeético e respiratorio para eventual fuga, enfrentamento ou adaptacéo (Barton e
Iwama, 1991). Em casos de estresse crbnico, quando os niveis de cortisol se
mantém elevados, o efeito homeostéatico das alteracbes provocadas desaparece,
comprometendo a osmorregulacdo e o sistema imune (Wendelaar Bonga, 1997).
Uma forma de se elevar experimentalmente os niveis de cortisol em peixes, com a
finalidade de se estudar os efeitos do horménio na homeostase biologica é a
administracéo oral de cortisol exdgeno, ja testada em outras espécies(Specker et al.,
1994; Barreto et al., 2006; Gadan et al., 2012; Cortes et al., 2013).

O sistema de defesa dos peixes € semelhante ao dos mamiferos, composto
por respostas inatas, ou nao especificas, e especificas (Bernsteinet. at., 1998).
Embora ambas sejam importantes, nos peixes, as respostas ndo especificas sao
mais expressivas (Urbinati e Carneiro, 2004). Varias células (macréfagos e
granulécitos) e moléculas (lisozima e complemento) que compdem a imunidade
inata foram identificadas em peixes (Dalmoet al., 1997) e podem ser utilizadas como
indicadores da saude e condicdo imunolégica(Robertsen, 1999).

A estimulacdo do sistema imune por meio de substancias de varias naturezas
€ amplamente estudada (Robertsen, 1999; Sakai, 1999; Meena et al., 2013). O 3-
glucano, derivado de leveduras, fungos e cereais, € um dos imunoestimulantes mais
pesquisados e tem como sua acédo principal o aumento da atividade de fagécitos por
meio de ligacdo a receptores presentes nos mesmos (Engstad et al., 1992).

O estudo da acédo do cortisol, principal horménio liberado durante o estresse,
nas respostas imunoldgicas dos peixes, assim como a utilizacdo de substancias
estimuladoras do sistema imune, como forma de amenizar os efeitos negativos do
manejo, é importante para o crescimento da piscicultura como atividade econémica
e desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos para espécies nativas como pacu, um
dos peixes de maior importancia econdmica no Brasil (Queirozet al., 2005; Urbinati
et al., 2013). Assim, 0 presente estudo teve por objetivos: i) testar a eficiéncia de
implantes intraperitoneais de manteiga de cacau como veiculo de hidrocortisona
para elevacdo dos niveis de cortisol em pacus juvenis, e ii) testar se a administracéo
oral de B-glucano, em pacus com quadro de estresse provocado agudo pelos

implantes afetaria a resposta de parametros de imunidade inata nos peixes.
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2. Material e métodos

2.1Protocolo experimental

Foram utilizados, neste experimento, 168 juvenis de pacu (88,7 £ 22,9 g). Os
peixes foram transferidos de um viveiro escavado para o sistema experimental, que
consistiu de 24 caixas de polipropileno com 150Lde capacidade (Biomassa —
4,14kg/m3), em um sistema de fluxo continuo de 4gua e aeracdo constante. As
caracteristicas quimicas e fisicas da agua das caixas foram monitoradas pela
determinacdo das concentracdes de oxigénio dissolvido (oximetroYSI 55,Xylem
Analytics, USA),temperatura, potencial hidrogenidnico (pHmetro Corning) e amonia
total (método do reagente de Nessler). As variaveis mantiveram-se dentro dos
valores recomendados para o bem estar de peixes tropicais (Proenca e Bittencourt,
1994), com valores médios de oxigénio dissolvido 5,62 + 0,3 mg/L, temperatura 29 +
0,7 °C, pH 8,08 + 0,1 e amoénia total 0,76 + 0,2/mg. No periodo de aclimatacdo de
uma semana que antecedeu o experimento, 0os animais receberam racao comercial
duas vezes ao dia, até a saciedade aparente.

O experimento foi iniciado com a distribuicdo dos tratamentos e a alimentacao
com as ragOes experimentais, contendo trés niveis de (-glucano, de acordo com a
tabela 1. Os animais foram alimentados por 15 dias (3% da biomassa por dia) e, em
seguida, metade das unidades experimentais recebeu implante intraperitoneal de
manteiga de cacau(mc) liquefeita contendo 50ug de hidrocortisona por grama de
peso vivo, e a outra metade recebeu apenas manteiga de cacau. Este procedimento
foi realizado com base em Specker et al. (1994), com algumas modificagbes.A dose
e volume injetado foram calculados para cada peixe de acordo com 0 peso. Foram
efetuadas quatro coletas de material biologico:uma, trés, seis e 24 horas apos
implante, sendo amostrados sete peixes de cada tratamento (n=7), por amostragem.
Os animais foram anestesiados em solucdo alcodlica de benzocaina (0,1 g/L) para
retirada de sangue por puncdo dos vasos caudais e, em seguida, retirados do
experimento para evitar o efeito da manipulacdo em amostragens posteriores.
Alguns animais foram eutanasiados para avaliagao visual do implante.Cada amostra
de sangue colhida foi dividida em trés microtubos: um contendo 15 pL de EDTA +
fluoreto de potassio (Glistab®), o segundo, 15 pL de heparina sddica e o ultimo sem
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anticoagulante para separacdo de plasma e determinacdo da concentracdo de
glicose e cloreto, ensaio de atividade respiratéria de leucocitos e separacdo de soro
para determinacdo da concentracdo de cortisol, lisozima e atividade das proteinas
do sistema complemento, respectivamente. Os procedimentos foram realizados de
acordo com os principios éticos de experimentacdo animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV — UNESP, Jaboticabal
(Protocolo n° 019.439/13).

Tabela 1 - Distribuicdo dos tratamentos com as ragdes experimentais, contendo trés
niveis de B-glucano e respectivas doses médias diarias em miligrama por peso
Vivo(PV).

Tratamento B-glucano Implante

TOmc Zero % - Omg/PV/dia Manteiga de cacau

TO,1mc 0,1%- 2mg/PV/dia Manteiga de cacau

T0,5mc 0,5% - 10mg/PV/dia Manteiga de cacau

TOc Zero %- Omg/PV/dia Manteiga de cacau + Cortisol 50ug
T0,1c 0,1% - 2mg/PV/dia Manteiga de cacau + Cortisol 50ug
T0,5¢C 0,5% - 10mg/PV/dia Manteiga de cacau + Cortisol 50ug

2.2Dietas experimentais

As dietas experimentais, produzidas na Fabrica de Racgdo do Centro de
Aquicultura da Unesp, foram preparadas pela moagem da racdo comercial
(Guabi® Pira 28) extrusada(28% PB e 3.600 kcal EB/kg) em particulas menores
que 0,8 mm e adi¢do dos niveis B-glucano de acordo com cada tratamento(0,1%
e 0,5%). Cada tratamento foi homogeneizado em misturador manual e submetido
ao processo de peletizacdo. O tratamento contendo 0% de B-glucano foi
preparado apenas pela peletizacdo do produto da moagem da ragcdo comercial.
Apéds secagem, as racOes foram armazenadas a -20°C até a utilizacdo. A fonte

de B-glucano utilizada foi o MacroGard®, derivado de Saccaromyces cerevisiae,
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com 60% de B-glucano, conforme o fornecedor(BIORIGIN, S&o Paulo, Brasil).
Com base na disponibilidade de B-glucano do produto, foi calculada a quantidade
necessaria a ser adicionada para se atingir o nivel de inclusdo de B-glucano

desejado para cada tratamento (Tabela2).

Tabela 2 - Calculos para inclusdo dos niveis de (3-glucano nas ra¢des experimentais

Fonte de B-glucano Quantidade de B-glucano(%) Correcéo para 100% (g)

Macrogard® 60 1,7
Tratamento Corregao B-glucano/kg racao (g/kg)
T0,1 (0,1% B-glucano) 19(0,1% x 1kg) x 1,7 = 1,7g/kg
T0,5 (0,5% B-glucano) 59(0,5% x 1kg) x 1,7 = 8,7g/kg

2.3. Anélises Laboratoriais
2.3.1. Indicadores de estresse

a.Concentracdo sérica de cortisol
O cortisol foi mensurado no soro, com kit comercial (radioimunoensaio — Kit

Coat-a-count cortisol — Siemens Medical Solutions Diagnostics, LA, USA)
b.Concentracédo plasmética de glicose
Para a determinacdo da glicose plasmatica foi utilizado kit colorimétrico

(Labtest).

c.Concentracdo plasmatica de cloreto
O cloreto plasmatico foi determinado por meio de kit colorimétrico (Labtest).

2.3.2. Indicadores imunoldgicos
a. Ensaio da atividade respiratoria de leucocitos
O ensaio foi realizado de acordo com Anderson e Siwicki (1995), modificado

por Biller-Takahashi et al.(2013). Um volume de 0,1 mL de sangue heparinizado foi
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adicionado a 0,1 mL de solucéo de nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma) em tampéao
fosfato (pH 7,4) na concentracao 0,2%. A suspensao foi homogeneizada e incubada
a 25 °C por 30 minutos. Da suspensdo resultante foram retirados 50 pL e
adicionados a 1 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) em tubos de vidro de 5 mL, que
foram centrifugados a 3000 g por cinco minutos. A densidade O&ptica do
sobrenadante foi determinada por espectrofotometria, em comprimento de onda de
540nm.

b. Concentracédo sérica de lisozima

A concentracdo sérica de lisozima foi determinada com base no método de
Smolelis e Hartsell (1949), segundo o qual uma suspensdo de Micrococcus
lysodeikticus é usada como substrato para lise, medida pela reducédo da densidade
Optica. A andlise foi realizada por ensaio turbidimétrico, segundo Ellis (1990) e
adaptado por Marzocchi-Machado et al. (1999) e Abreuet al. (2009a). Foi
estabelecida uma curva padrdao com seis concentracdes de lisozima (50, 80, 100,
150, 200 e 300 ng em 300 pL de tampdo fosfato de soédio — NaH,POy,; 0,05 M; pH
7,4). Um volume de 300 pL de cada concentracdo foi pipetado em uma cubeta de
1mL seguido da adicdo de 300 pL de suspensédo de Micrococcus lysodeikticus(10
mg de bactéria em 50mL de tampao fosfato de sédio). A densidade Optica foi
imediatamente lida, por espectrofotometria cinética, durante 10 minutos, com leituras
realizadas a cada 20 segundos, em comprimento de onda de 450 nm. A diferenca
entre a densidade Optica inicial e final (ADO) de cada concentracdo foi calculada
para 5 minutos de leitura e a curva representada grafica e matematicamente através
de sua equacdo. As amostras de soro mantidas a - 20 °C foram submetidas a
tratamento térmico de 56 °C por 30 minutos, para inativacdo das proteinas do
sistema complemento e garantia de que a lise provocada fosse por acao apenas da
lisozima. O mesmo procedimento que determinou a curva padréo foi realizado com
as amostras, utilizando-se volumes de 150 uL de soro e 150 yL de tampao fosfato
de sddio. A concentragdo da lisozima de cada amostra foi quantificada, pela curva

padrao determinada, utilizando a equacao da reta e as respectivas ADOs.
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c. Atividade hemolitica do complemento sérico — Via alternativa

A determinacdo da atividade das proteinas da via alternativa do sistema
complemento foi realizada de acordo com Polhillet al. (1978), adaptado por Biller-
Takahashiet al. (2012). Foi realizado um ensaio cinético para determinar o tempo
necessario para cada amostra de soro lisar 50% de uma suspenséao de eritrocitos de
coelho. Para o preparo da suspensdo, 5 mL de sangue foi colhido por puncao
venosa com mesmo volume de solugdo Alséver (anticoagulante pH 6,1) e colocado
em tubo de 50 mL com o mesmo volume de trietanolamina (TEA), &cido etileno
diaminotetracético (EDTA) a 10 nM pH 7,4 e gelatina a 0,1%. A suspenséao foi
incubada por 15 minutos, a 37°C, e centrifugada a 480g, por 10 minutos, a 4 °C. O
mesmo procedimento foi repetido trés vezes. Nas duas primeiras, o sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em tampdo TEA — Mg®* 2 nM, pH 7,4. Na
tltima, depois de descartado o sobrenadante, a solucao de Alséver foi utilizada para
ressuspensao das células, que foram armazenadas a 4 °C.

As amostras de soro, mantidas a - 80 °C, foram descongeladas em
temperatura ambiente e diluidas em tampdo TEA-EGTA 8mM e Mg? 2 mM, com
gelatina 0,1%, na proporcdo de 1:10, previamente padronizada para soro de peixe.
Desta forma, 60 uL de amostra e 140 uL de tampao foram pipetados em cubeta de
1mL. Na sequéncia, foram pipetados 400 uL da suspensdo de hemacias e realizada
a leitura cinética em espectrofotdmetro, durante 10 minutos, com leituras a cada 20
segundos, em comprimento de onda de 700 nm. A atividade das proteinas da via
alternativa do sistema complemento € determinada pela velocidade com que cada

amostra é capaz de lisar 50% da suspenséo de hemacias.

3. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise preliminar e transformados quando
necessario. Foram, entdo, submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (5%). O programa estatistico utilizado foi o SAS

9.2. Os valores sao apresentados como médias * desvio padrao.
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4. Resultados

4.1 Indicadores de estresse
a. Concentracéo sérica de cortisol

A Figura 1 apresenta as concentracdes séricas de cortisol (ng/dL) dos peixes
amostrados, nos diferentes tratamentos e tempos pés-implantes. As concentracdes
observadas no tratamento TOc (Controle de B-glucano (0%) com implante de
hidrocortisona - 50ug/g) diferiram significativamente na comparacao entre trés e 24
horas apds implante.Nao foram observadas diferengas entre tratamentos com -

glucano (Figura 1).
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Figura 1 — Concentracao sérica de cortisol de pacus alimentados com 3-glucano (TO
- 0%, TO,1 — 0,1% e TO,5 — 0,5%) por 15 dias e implantados com hidrocortisona (c)
ou veiculo — manteiga de cacau (mc), em quatro amostragens (1, 3, 6 e 24 horas
apos implante). Letras mailusculas indicam diferenca entre amostragens. * indica

diferenca entre implantes.

b. Concentracédo plasmaéatica de glicose

25



A figura 2 mostra que ndo houve diferencga significativa na comparacéo das
médias de concentracdo de glicose plasmatica (mg/dL)entre tratamentos e entre

coletas, bem como interacdo nas analises realizadas.
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Figura 2 — Concentracdo plasmaética de glicose (mg/dL) de pacus alimentados com
B-glucano (TO — 0%, TO,1 — 0,1% e T0,5 — 0,5%) por 15 dias e implantados com
hidrocortisona (c) ou veiculo — manteiga de cacau (mc) em quatro amostragens (1,
3, 6 e 24 horas apdés implante). Letras mailsculas indicam diferenca entre

amostragens.

c. Concentracao plasmatica de cloreto

A figura 3 mostra que as meédias da concentracdo de cloreto plasmatico
(mEg/L) apresentaram diferenga significativa em algumas comparagdes. Foram
observadas médias menores nos tratamentos TO,1mc (0,1% de B-glucano com
implante de manteiga de cacau) e TO,5mc (0,5% de B-glucano com implante de
manteiga de cacau) em trés e seis horas, comparado com uma hora. Pode-se
observar também uma diminuicdo significativa do valor de cloreto plasmatico nos
tratamentos TOc (Controle de B-glucano com implante de hidrocortisona) entre trés e
24 horas eT0,1c (0,1% de p-glucano com implante de hidrocortisona) na
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comparacao entre as coletas de uma e 24 horas. Foi observada diferenca
significativa apenas entre os tratamentos TOc e TO,1c, no tempo de coleta de trés
horas, sendo o primeiro maior que o segundo. Na avaliacdo do efeito do implante,
houve diferenca significativa, com média maior para 0s grupos que foram
implantados com hidrocortisona comparados com 0s que receberam apenas

manteiga de cacau, com valores de 86,8 mEg/L(x 6,5 e 84,3mEqg/L(x 8,2),

respectivamente.
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Figura 3 — Concentracado plasmatica de cloreto de pacus alimentados com [3-
glucano (TO — 0%, T0,1 — 0,1% e T0,5 — 0,5%) por 15 dias e implantados com
hidrocortisona (c) ou veiculo — manteiga de cacau (mc) em quatro amostragens (1,
3, 6 e 24 horas ap0s implante). Letras maiusculas indicam diferenca entre coletas e

minusculas entre tratamentos.
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4.2. Indicadores imunolégicos
a. Atividade respiratéria de leucocitos (ARL)

A figura 4 mostra que as médias de atividade respiratoria de leucocitos
(densidade o6ptica - DO) apresentaram diferenca significativa na comparacado do
tratamento TOc entre tempos de coleta, com 0s valores menores nos tempos uma e
trés horas comparados com seis e 24 horas. Entre tratamentos, houve diferenca
significativa em TOc (Controle de B-glucano (0%) com implante de hidrocortisona -
50ug/g) e TO,1c (0,1% de B-glucano com implante de hidrocortisona - 50ug/g) no
tempo de coleta de trés horas, tendo o segundo tratamento apresentado maior
média. Na comparacdo do efeito dos implantes, os grupos que receberam
hidrocortisona (c - 50ug/g) apresentaram meédias menores em comparacdo com 0S
gue receberam apenas manteiga de cacau (mc) com valores de0,48 (DO) = 0,05 e
0,49 (DO) + 0,03, respectivamente.
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Figura 4 —Atividade respiratéria de leucécitos (ARL(DO)) de pacus alimentados com
B-glucano (TO — 0%, TO,1 — 0,1% e T0,5 — 0,5%) por 15 dias e implantados com
hidrocortisona (c) ou veiculo — manteiga de cacau (mc) em quatro amostragens (1,
3, 6 e 24 horas ap0s implante). Letras maiusculas indicam diferenga entre coletas e

minusculas entre tratamentos.
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b. Concentracdo sérica de lisozima e atividade hemolitica do sistema

complemento

Tanto a concentracdo de lisozima (ng/dL) sérica, quanto a atividade
hemolitica das proteinas do sistema complemento (segundos) nao variou
significativamente em nenhuma das comparacOes estatisticas, quer seja entre

tratamentos com B-glucano, implantes ou tempos de coleta (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 — Concentracdo sérica da lisozima de pacus alimentados com (-glucano
(TO — 0%, T0,1 - 0,1% e T0O,5 — 0,5%) por 15 dias e implantados com hidrocortisona
(c) ou veiculo — manteiga de cacau (mc) em quatro amostragens (1, 3, 6 e 24 horas

apos implante)
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Figura 6 — Atividade hemolitica do sistema complemento (segundos) de pacus
alimentados com B-glucano (TO — 0%, TO0,1 — 0,1% e T0,5 — 0,5%) por 15 dias e
implantados com hidrocortisona (c) ou veiculo — manteiga de cacau (mc) em quatro

amostragens (1, 3, 6 e 24 horas apés implante).

5. Discussao

No presente estudo, o0 modelo de implante intraperitoneal de liberacdo lenta
de hidrocortisona, utilizando manteiga de cacau como veiculo, foi efetivo na
manutencado dos niveis elevados do horménio, simulando uma situacdo de estresse
agudo, que pode ser observado pelas concentracbes sanguineas de cortisol e
glicose nos animais implantados, nas diferentes amostragens. O perfil da resposta
foi de queda gradual, entre trés e 24 horas pos-implante, porém com niveis ainda
mais elevados que os valores apresentados pelos peixes que receberam apenas o
veiculo, até 24 horas. A longa permanéncia dos niveis elevados de cortisol sugere
que a dose utilizada neste estudo foi muito alta e que o hormdnio ainda estava
sendo liberado um dia apoés a realizacao do implante. Por outro lado, 0s mecanismos

de metabolizacdo ndo eram suficientes para a normalizacdo e recuperacao de niveis
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proximos dos fisiologicos. Em outro estudo com a mesma espécie, pacus juvenis
submetidos a captura apresentaram valores méaximos de cortisol em torno de 140
ng/mL, 30 minutos apds captura e exposicdo aérea, enquanto os valores controle
foram em torno de 45 ng/mL (Abreu et al., 2009), muito abaixo das concentracdes
encontradas neste estudo, 0 que sugere gque os valores encontrados para 0s peixes
controles de todos os tratamentos sdo valores indicativos de condicdo de estresse,
possivelmente consequéncia da manipulagdo e injecdo dos implantes
intraperitoneais.

As respostas da glicose circulante ndo seguiram o perfil de resposta do
cortisol, o que sugere que, em condicdes de estresse provocado por agentes
estressores, as alteracdes da glicemia estdo ligadas inicialmente a acdo das
catecolaminas e depois do cortisol (Wendelaar Bonga, 1997).

Os niveis de cloreto plasmatico, outro indicador secundério importante das
respostas de estresse, apresentaram valores maiores nos grupos implantados com
horménio em comparacdo com os valores dos peixes que receberam apenas o
veiculo. Como no caso da glicose, as catecolaminas atuam agudamente no inicio do
estresse promovendo a dilatacdo dos vasos sanguineos branquiais, com o intuito de
aumentar a captacdo de oxigénio (Wendelaar Bonga, 1997). A vasodilatacao
provoca 0 aumento da perfusdo sanguinea possibilitando a saida de ions sédio e
cloreto para o meio externo. Caso as alteracdes permanecam por maior tempo, pode
ocorrer um influxo de &gua, por osmose, provocando hemodiluicdo (Urbinati e
Carneiro, 2004). Entretanto, este comportamento do ion nao foi verificado no
presente estudo,mas, ao contrario, houve aumento das concentracdes associadas a
niveis mais elevados de cortisol. Embora o modelo de elevacéo de cortisol falhe em
promover todas as alteragdes hormonais tipicas do estresse, como ja discutido, perfil
de resposta semelhante foi observado em matrinxds expostos a adensamento
(Montedor et al., submetido).

Os resultados observados neste estudo mostram que a atividade respiratéria
de leucécitos sofreu influéncia do implante de cortisol, embora ndo tenha ocorrido
alteracdo na concentracdo de lisozima sérica e na atividade hemolitica do sistema
complemento. A atividade respiratoria dos leucécitos apresentou um perfil de
diminuicdo, entre uma e trés horas, ao contrario do perfil do cortisol no mesmo

tempo. De modo geral, os animais que receberam hidrocortisona tiveram a atividade
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respiratéria reduzida em relacdo aos que receberam apenas manteiga de cacau,
sugerindo efeito supressor do horménio. Produtos do sistema neuroenddcrino
podem modular componentes do sistema imune inato (Bayne e Levy, 1991) e o
cortisol tem papel inibitério na atividade respiratéria de leucdcitos, de acordo com
outros estudos (Harris e Bird, 2000; Yada e Nakanishi, 2002).

Niveis elevados de cortisol tem acdo negativa nos 6rgdos hematopoiéticos
dos peixes (rim cefalico e baco), diminuindo a resposta imune pela diminuicdo de
leucdcitos e acao direta do horménio nos mesmos (Ellis, 1981).Entretanto, apesar do
efeito negativo do cortisol na atividade respiratéria dos leucécitos, foi observado, trés
horas apds o implante, que dentre 0s peixes que receberam hidrocortisona, os que
receberam 0,1% de B-glucano tiveram maior atividade quando comparados com 0s

peixes controle, um indicativo do possivel efeito positivo do imunoestimulante.

6. Concluséo

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que:

1) O modelo de implante utilizado nesta pesquisa foi eficiente na elevagédo e
manutencao dos niveis séricos de cortisol por 24 horas, embora doses menores que
as utilizadas sejam recomendadas.

2) O cortisol exdgeno teve efeito negativo na atividade respiratéria de leucdcitos,
sem interferéncia evidente nos outros parametros imunoldgicos estudados.

3) A dieta contendo 0,1% de B-glucano, oferecida por 15 dias, foi eficiente na
manutencdo da atividade respiratéria de leucocitos, trés horas apos os peixes

receberem o implante de cortisol.
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Capitulo Ill = Imunoestimulagcdo com B-glucano, cortisol exégeno e infeccéo

experimental com Aeromonas hydrophila.

Resumo:A intensificacdo da piscicultura ocasiona situagbes estressantes nos
animais, que caso persistam podem ser nocivas ao sistema imune, favorecendo a
manifestacdo de patdgenos oportunistas. A imunidade inata, mais expressiva nos
peixes, pode ser estimulada por meio de substancias de diferentes origens. Neste
estudo, juvenis de pacu foram alimentados com dois niveis de B-glucano (O - TO, e
0,5 - T 0,5) por 10 dias, receberam, por via intraperitoneal, solucdo de manteiga de
cacau liquefeita com hidrocortisona na dose de 25ug/g e apds trés horas foram
inoculados com Aeromonas hydrophila. Foram realizadas cinco amostragens (inicial,
trés, seis, 24 horas e uma semana apos inoculacdo). Os resultados mostram um
pico de cortisol na amostragem de trés horas, com queda gradual nos tempos
seguintes, com niveis mais baixos em T 0,5, em 24 horas, sugerindo efeito protetor
do imunoestimulante, que também pode ser observado pelos niveis de glicose
plasmética, que se apresentaram mais estadveis nos animais tratados em
comparagcdo com os controles.O implante de cortisol e a inoculagdo da bactéria
diminuiram o numero de leucécitos e sua atividade, porém foi observada uma
reacao positiva discreta do sistema imune a infec¢do nos grupos tratados com 0,5%
de B-glucano por 10 dias, o que indica efeito positivo no sistema imune com melhora

do status imunolégico.

Palavras chave: estresse, imunidade, aquicultura, pacu, imunoestimulante,

leveduras

1. Introducéo

A aquicultura tem crescido e se destacado como atividade produtiva. Com o
aumento da demanda, houve uma intensificacdo na atividade, submetendo os
peixes, cada vez mais, a estressores como manipulagdo, adensamento e ma
qualidade de agua, que apesar de se apresentarem em diferentes intensidades e

frequéncias, séo inevitaveis no processo produtivo (Urbinati e Carneiro, 2004). O
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estresse é um mecanismo de defesa que o organismo desenvolve frente a estimulos
gue cologuem em risco sua integridade que, por meio de alteragcdes hormonais e
metabdlicas promove um aumento do aporte respiratorio e de energia, preparando o
animal para enfrentar, fugir ou se adaptar (Barton e lwama, 1991). Nos casos em
que o estresse se torna cronico, a manutencéo de niveis elevados de cortisol pode
ter efeitos deletérios, prejudicando diferentes fungfes bioldgicas, inclusive o sistema
imune dos peixes, 0 que facilita o desenvolvimento de doencas provocadas por
patdgenos oportunistas (Wendelaar Bonga, 1997), como a septicemia hemorragica,
provocada pela Aeromonas hydrophila, um bastonete Gram negativo presente
praticamente em todo ambiente aquético, pele e trato gastrointestinal (Austin e
Allenaustin, 1985; Austin e Austin, 2007).

O sistema imune dos peixes é semelhante ao dos demais vertebrados,
apresentando respostas inatas, ou nao especificas, e especificas (Bernstein,
Schluter e Marchalonis, 1998). As duas desempenham papéis fundamentais, porém,
em peixes, as respostas ndo especificas parecem ser mais expressivas (Urbinati e
Carneiro, 2004).Muitas células (macrofagos e granulécitos) e moléculas (lisozima e
complemento) que atuam na imunidade inata foram descritas em peixes (Dalmo,
Ingebrigtsen e Bogwald, 1997) e podem ser utilizadas como indicadores da saude e
status imunolégico dos animais(Robertsen, 1999).

A estimulacdo do sistema imune por meio de substancias de varias naturezas
€ amplamente estudada(Robertsen, 1999; Sakai, 1999). O B-glucano, derivado de
leveduras, fungos e cereais, € um dos imunoestimulantes mais pesquisados e tem
como sua acao principal o aumento da atividade de fagocitos por meio de ligacao a
receptores presentes nos mesmos(Engstad et al., 1992).

O estudo da acéo do cortisol, principal hormdnio presente durante o estresse,
nas respostas imunoldgicas dos peixes, assim como a utilizacdo de substéancias
estimuladoras do sistema imune, como forma de amenizar os efeitos negativos do
manejo, sdo importantes para a continuidade do crescimento da piscicultura como
atividade econdmica e desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos para espécies
nativas como pacu, um dos peixes de maior importancia econdmica no
Brasil(Queirozet al., 2005; Urbinati et al., 2013).Desta forma, o presente estudo teve
como objetivos i) verificar se o implante de liberacdo lenta, contendo 25 pL de

hidrocortisona, utilizando manteiga de cacau como veiculo, é capaz de elevar os
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niveis de cortisol, simulando uma situacéo de estresse agudo. ii) testar, por meio de
variaveis da resposta imune inata, a agdo imuno moduladora da administracéo oral
de B-glucano em pacus,apds implante de hidrocortisona e inoculagdo com

Aeromonas hydrophila.

2. Material e Métodos

2.1 Protocolo experimental

Foram utilizados 80 juvenis de pacu com peso médio de 102,9 g (+ 30,7),
distribuidos em 8 caixas (10 peixes por caixa), com renovacao de agua e aeracao
constantes.As caracteristicas fisicas e quimicas da &gua das caixas foram
monitoradas pela determinacdo das concentracdes de oxigénio dissolvido (oximetro
YSI 55, Xylem Analytics, USA), temperatura, potencial hidrogeniénico (pHmetro
Corning) e amonia total (método do reagente de Nessler). As variaveis mantiveram-
se dentro dos valores recomendados para 0 bem estar de peixes tropicais (Proenca
e Bittencourt, 1994), com valores médios de oxigénio dissolvido 5,47 + 0,2mg/L,
temperatura 28 + 0,7 °C, pH 7,09 £ 0,1 e amdnia total 0,74 + 0,3/mg. Apds uma
semana de aclimatacdo as condi¢cdes experimentais, alimentados duas vezes ao dia
com racdo comercial, os peixes receberam, por 10 dias, racdes experimentais
contendo dois niveis de inclusdo de B-glucano (zero e 0,5%), com taxa de
arracoamento de 3% da biomassa ao dia. Em seguida, 16 animais (8 de cada
tratamento) foram amostrados para coleta de material biolégico e determinacdo dos
parametros basais. Seguindo, todos 0s animais passaram por procedimento de
implante intraperitoneal de manteiga de cacau liquefeita, contendo 25 pg de cortisol
por grama de peso vivo. Este procedimento foi realizado pelo célculo da dose com
base no peso individual dos peixes. Trés horas apds implante, os animais receberam
uma injecdo intraperitoneal de solucdo contendo 1x10° UFC/mL de Aeromonas
hydrophila, previamente determinada em pacus do mesmo lote para apenas
estimular a resposta do sistema imune.O experimento seguiu um delineamento
inteiramente casualizado, com dois tratamentos (TO — zero % de [B-glucano + cortisol

e T0,5 — 0,5 % de B-glucano + cortisol), distribuidos em quatro caixas cada. ApGs o
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procedimento de inoculacdo, foram realizadas quatro amostragens de material
biolégico, nos seguintes tempos: 3, 6 e 24 horas e uma semana.

Em cada amostragem, foram coletados oito peixes de cada tratamento (dois
por caixa) (n=8). Os animais foram anestesiados em solucdo alcodlica de
benzocaina (0,1g/L) para retirada de sangue por pun¢do dos vasos caudais. Os
peixes amostrados foram retirados do experimento para evitar o efeito da
manipulacdo em amostragens posteriores. Cada amostra de sangue foi dividida em
trés microtubos: um contendo 15 puL de EDTA + fluoreto de potéassio (Glistab®), o
segundo, 15 pL de heparina sddica e o ultimo sem anticoagulante, para contagem
total de eritrécitos, separacdo de plasma, determinacdo da concentracdo de glicose
e cortisol, ensaio da atividade respiratoria de leucdcitos e separacdo de soro para
determinacdo da concentracdo de lisozima e atividade hemolitica das proteinas do
sistema complemento, respectivamente. De cada amostra de sangue também foram
preparadas extensdes sanguineas para contagem total e diferencial de leucécitos.
Os procedimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da FCAV — UNESP, Jaboticabal (Protocolo n° 019.439/13).

2.2 Dietas experimentais

As dietas experimentais, produzidas na Fabrica de Racdo do Centro de
Aquicultura da Unesp, foram preparadas pela moagem da racdo comercial
(Guabi® Pira 28) extrusada(28% PB e 3.600 kcal EB/kg) em particulas menores
que 0,8 mm e adicdo do nivel de B-glucano de acordo com o tratamento
T0,5(0,5%). Apds a adigdo do B-glucano, a mistura foi homogeneizada em
misturador manual e submetida ao processo de peletizacdo. O tratamento
contendo 0% de B-glucano foi preparado apenas pela peletizacdo do produto da
moagem da racdo comercial. ApOs secagem, as ra¢gfes foram armazenadas a -
20°C até a utilizagao. A fonte de B-glucano utilizada foi o MacroGard®, derivado
de Saccaromyces cerevisiae, com 60% de [(-glucano, conforme o

fornecedor(BIORIGIN, Sdo Paulo, Brasil). Com base na disponibilidade de (-
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glucano do produto, foi calculada a quantidade necessaria a ser adicionada para
se atingir o nivel de inclusdo de [B-glucano desejado para cada tratamento
(Tabela 3).

Tabela 3 - Calculos para inclusdo do nivel de B-glucano nas ragdes experimentais

Fonte de B-glucano Quantidade de B-glucano(%) Correcao para 100% (g)

Macrogard® 60 1,7
Tratamento Correcgéao - B-glucano/kg racéo (g/kg)
T0,5 (0,5% B-glucano) 50(0,5% x 1kg) x 1,7 = 8,7g/kg

2.3Anélises Laboratoriais

2.3.1. Indicadores de estresse

a. Concentracdo plasmaética de cortisol.

O cortisol foi mensurado no plasma, acondicionado a -20°C, comkit comercial
(radioimunoensaio - Kit Coat-a-count cortisol — Siemens Medical
SolutionsDiagnostics, LA, USA).

b. Concentracao plasmatica de glicose
Para a determinacdo da glicose plasmatica foi utilizado um kit colorimétrico
(Labtest).
2.3.2Indicadores imunoloégicos
a. Ensaio da atividade respiratéria de leucocitos.

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo de Anderson e Siwicki
(1995), modificado por Biller-Takahashi et al. (2013). Um volume de 0,1 mL de

sangue heparinizado foi adicionado a 0,1 mL de solucdo de nitro blue tetrazolium
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(NBT, Sigma) em tampéao fosfato (pH 7,4) na concentracdo 0,2%. A suspensao foi
homogeneizada e incubada a 25 °C, por 30 minutos. Da suspenséo resultante foram
retirados 50 pL e adicionados a 1 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) em tubos de
vidro de 5 mL, que foram centrifugados a 3000g, por cinco minutos. A densidade
Optica do sobrenadante foi determinada por espectrofotometria, em comprimento de
onda de 540nm.

b. Concentracao sérica de lisozima.

A concentracdo de lisozima sérica foi determinada com base no método
classico de Smolelis e Hartsell (1949). Uma suspensédo de Micrococcus lysodeikticus
foi usada como substrato para lise, medida pela reducdo da densidade 6ptica por
meio de espectrofotometria. A andlise foi realizada por ensaio turbidimétrico,
segundo Ellis (1990) e adaptado por Marzocchi-Machadoet al. (1999) e Abreu et al.
(2009). Foi estabelecida uma curva padrdo com seis concentracdes de lisozima (50,
80, 100, 150, 200 e 300 ng em 300 pL de tampéao fosfato de sédio(NaH,POg4; 0,05 M;
pH 7,4). Um volume de 300 pL de cada solucao foi pipetado em uma cubeta de 1mL
seguido da adicao de 300 pL de suspensao de Micrococcus lysodeikticus(10 mg de
bactéria em 50mL de tampdo fosfato de sodio). A densidade Optica foi lida
imediatamente por espectrofotometria cinética, durante 10 minutos, com leituras
realizadas a cada 20 segundos, em comprimento de onda de 450 nm. A diferenca
entre a densidade optica inicial e final (ADO) de cada concentragao foi calculada
para 5 minutos de leitura e a curva representada grafica e matematicamente através
de sua equagao. As amostras de soro mantidas a - 20 °C foram submetidas a
tratamento térmico de 56 °C por 30 minutos, para inativacdo das proteinas do
sistema complemento e garantia de que a lise provocada fosse por acdo apenas da
lisozima. O mesmo procedimento que determinou a curva padréo foi realizado com
as amostras, utilizando-se volumes de 150 yL de soro e 150 yL de tampao fosfato
de sodio. A concentracédo da lisozima de cada amostra foi quantificada, pela curva

padrao determinada, utilizando a equacgao da reta e as respectivas ADOs.
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c. Atividade hemolitica do complemento sérico — Via alternativa

A determinacdo da atividade hemolitica das proteinas da via alternativa do
sistema complemento foi realizada com base em Polhillet al. (1978), adaptado para
pacu por Biller-Takahashiet al. (2012). Foi realizado um ensaio cinético para
determinar o tempo necessario para cada amostra de soro lisar 50% de uma
suspensao de eritrécitos de coelho. Para o preparo da suspensdo, 5 mL de sangue
foi colhido por puncdo venosa com mesmo volume de solucdo Alséver
(anticoagulante pH 6,1) e colocado em tubo de 50 mL com o mesmo volume de
trietanolamina (TEA), acido etileno diaminotetracético (EDTA) a 10 nM pH 7,4 e
gelatina a 0,1%. A suspensao foi incubada por 15 minutos, a 37°C, e centrifugada a
4809 por 10 minutos, a 4 °C. O mesmo procedimento de centrifugacao foi repetido
trés vezes. Nas duas primeiras, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em tampdo TEA — Mg** 2 nM, pH 7,4. Na Ultima, depois de
descartado o sobrenadante, a solucdo de Alséver foi utilizada para ressuspensao
das células que foram armazenadas a 4 °C.As amostras de soro, mantidas a - 80 °C,
foram descongeladas em temperatura ambiente e diluidas em tampao TEA-EGTA
8mM e Mg?* 2 mM, com gelatina 0,1%, na proporcdo de 1:10, previamente
padronizada para soro de peixe. Desta forma, 60 yL de amostra e 140 pL de tampao
foram pipetados em uma cubeta de um mL. Na sequéncia, foram pipetados 400 uL
da suspensdo de hemécias e realizada a leitura cinética em espectrofotdmetro,
durante 10 minutos, com leituras a cada 20 segundos em comprimento de onda de
700 nm. A atividade das proteinas da via alternativa do sistema complemento foi
determinada pela velocidade com que cada amostra foi capaz de lisar 50% da

suspensao de hemacias.

d. Contagem total de eritrocitos

A contagem total de eritrocitos foi realizada em camara de Neubauer,
utilizando sangue total diluido em tamp&o formol citrato na proporcédo de 1/200. Os

valores foram utilizados no célculo do ndmero total de leucécitos.
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e. Contagem total e diferencial de leucécitos

A contagem total e diferencial de leucdcitos foi realizada por meio de
microscopia optica em extensdes sanguineas coradas com May-Grunwald-Giemsa-
Metanol (Rosenfeld), de acordo com a técnica descrita por Tavares-Dias & Moraes
(2003) Os leucacitos foram quantificados pelo método indireto, sendo considerada a
quantidade de leucécitos encontrada a cada 2000 eritrocitos contados. Para a
diferenciacéo foram contadas 200 células brancas e a quantidade de cada célula é
expressa pela porcentagem da mesma em relagéo ao total.

3. Anédlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise preliminar e transformados quando
necessario. Foram, entdo, submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (5%). O programa estatistico utilizado foi o SAS

9.2. Os valores sao apresentados como médias * desvio padrao.

4. Resultados

4.1. Indicadores de estresse

a. Concentracao plasmatica de cortisol

Na figura 1, observa-se que as concentracdes plasmaticas de cortisol (ng/dL)
dos peixes dos dois tratamentos (TO — 0% de B-glucano e T 0,5 — 0,5% de j-
glucano) diferiram significativamente entre coletas apds o desafio bacteriano. Houve
aumento dos valores iniciais de cortisol em relagdo aos valores da amostragem de
trés horas, mantendo-se igual as seis horas, diminuindo em 24 horas e acentuando
as diferencas uma semana apos o desafio com a bactéria, sendo os ultimos valores
significativamente menores em comparacdo ao Vvalor inicial e das demais
amostragens. Na interacdo entre tempo e tratamento, houve diferenca significativa

na amostragem de 24 horas, sendo o valor de TO maior que de T0,5.
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Figura 1 — Concentracdo plasmatica de cortisol(ng/dL) de pacus juvenis alimentados
com B-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, implantados com
hidrocortisona e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam

diferenca entre amostragens e minusculas entre tratamentos.

b. Concentracéo plasmética de glicose

A figura dois mostra que as concentracfes plasméaticas de glicose(mg/dL)
apresentaram diferenca significativa apenas na comparacéo do grupo TO em relacéo
aos tempos de coleta. Os valores aumentaram da coleta inicial para trés horas,
tornando a aumentar no tempo de 24 horas e retornando ao valor inicial em uma
semana apos desafio. O mesmo perfil, sem significancia estatistica, entretanto, pode
ser observado para o grupo T 0,5 (Figura 2), sugerindo que o B-glucano atenuou a
resposta glicémica dos peixes. Nao houve diferenca na comparacdo entre

concentracbes em cada amostragem.
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Figura 2 - Concentracdo plasmatica de glicose (mg/dL) de pacus juvenis

alimentados com B-glucano (TO - 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, implantados com
hidrocortisona e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam

diferenca entre amostragens.

4.2. Indicadores imunolégicos

a. Atividade respiratéria de leucdcitos (ARL)

A atividade respiratdria de leucécitos (Figura 3) diferiu significativamente na
comparacdo das concentracdes de B-glucano entre amostragens. No grupo TO, a
ARL da coleta de seis horas é menor que em 24 horas, € no grupo T 0,5, o valor
apresentou reducdo da coleta inicial para a de trés horas, permanecendo até 24
horas e aproximando-se do valor inicial em uma semana apos o desafio bacteriano.

N&o foi observado efeito significativo do B-glucano.
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Figura 3 — Atividade respiratoria de leucocitos (ARL (DO)) de pacus juvenis
alimentados com B-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, implantados com
hidrocortisona, e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailusculas indicam

diferenca entre amostragens.

b. Concentracdo sérica de lisozima.

A figura 4 mostra que a concentracdo de lisozima sérica (ng/dL) apresentou
diferenca estatistica apenas na comparacéo do grupo T 0,5 entre tempos de coleta.
Houve aumento dos valores da amostragem de seis para a de 24 horas, 0s quais
permaneceram elevados uma semana apés desafio, sendo maior em comparacao
com as médias da coleta inicial e de trés horas. O mesmo perfil pode ser observado
para o grupo TO, porém sem diferenca estatistica. Nao houve influéncia dos

tratamentos com f3-glucano.
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Figura 4 — Concentracdo de lisozima sérica (ng/dL) de pacus juvenis alimentados
com B-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, implantados com
hidrocortisona e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam

diferenca entre amostragens.

c. Atividade hemolitica das proteinas do sistema complemento (Via

alternativa)

A figura 5 mostra que a atividade hemolitica do sistema complemento
(segundos) diferiu significativamente na comparagdo dos grupos TO e T 0,5 em
relacdo aos tempos de coleta. Pode-se observar que as médias da coleta de 24
horas sdo menores, representando maior atividade, em comparacao com as demais
coletas. Nao houve diferenca estatistica na comparagao entre concentragoes de [3-

glucano.

48



600 -

A
- A A

500 -
—_ A A
[7,]
o -
E A
uso 400 - A
Q
L |
g 300 - A
) goTo
5
2 mTO0,5
s 200 -
£ B B
o
(&)

100 -

O T T T T
inicial 3h 6h 24h 1sem

Tempo (Apds inoculagao)

Figura 5 — Atividade do sistema complemento(segundos) de pacus juvenis
alimentados com B-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, implantados com
hidrocortisona e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam

diferenca entre amostragens.

d. Contagem total de leucécitos

A figura 6 mostra que a contagem total de leucdcitos/pL diferiu
significativamente na comparacdo dos grupos TO e T 0,5 entre os tempos de
amostragem. No grupo TO, observa-se uma diminuicdo dos valores da coleta inicial
para as demais amostragens. O grupo T 0,5 apresentou comportamento
semelhante, porém com a recuperag¢do do valor inicial na coleta de uma semana

apos o desafio. Nao houve diferenca estatistica entre concentragdes de B-glucano.
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Figura 6 — Contagem total de leucécitos/uL de pacus juvenis alimentados com f3-
glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, implantados com hidrocortisona e
inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam diferenca entre

amostragens.

e. Contagem diferencial de leucocitos

Linfocitos

Na figura 7A, observa-se que o numero de linfocitos diminuiu
significativamente da amostragem inicial para as demais amostragens em ambos os
grupos. Na amostragem de trés horas apos inoculagéo, o valor foi menor em T 0,5
em comparagdo com TO. Houve sinal de recuperacao a partir da amostragem de 24
horas, porém se aproximou do o valor inicial no grupo T 0,5, uma semana apos o
desafio bacteriano. A figura 7B, mostra que a porcentagem de linfocitos apresentou

perfil semelhante. No tratamento T 0,5houve reducdo numérica mais acentuada da
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porcentagem de linfocitos nos tempos de amostragem de trés e seis horas. Os
valores aumentaram nos dois grupos, na amostragem de uma semana, porém nao
se aproximaram dos valores iniciais. Nao foi observado efeito proveniente do [-

glucano.

Neutrofilos

A figura 7C mostra que houve aumento significativo do numero de
neutréfilos/uL da amostragem inicial para as demais em ambos 0s grupos,
aproximando-se do valor inicial apenas no grupo TO, na amostragem de uma
semana apos o desafio bacteriano. Na figura 8D, observa-se o mesmo perfil foi para
a porcentagem de neutréfilos, com aumento da amostragem inicial para as
amostragens de trés e seis horas apos o desafio bacteriano. Os valores das médias
diminuiram de seis para 24 horas, tornando a diminuir em uma semana apds o
desafio, porém s se aproximam da coleta inicial no grupo T 0,5. N&o foi observado

efeito do B-glucano.

Monécitos

A figura 7E mostra que o numero de mondcitos/uL diminuiu em trés horas no
grupo T0,5 e em seis horas no grupo TO, apresentando perfil de aumento e
aproximacéo dos valores iniciais, em ambos 0s grupos, nas amostragens de 24
horas e uma semana. Na figura 7F, observa-se que a porcentagem de mondcitos,
em ambos 0s grupos, aumentou significativamente na comparacdo da amostragem
inicial com trés, seis e 24 horas ap6s o desafio, e houve aproximagcdo aos valores

iniciais em uma semana. Nao foi observado efeito do $-glucano.

Eosinofilos

A figura 7G mostra que o numero de eosindfilos/uL diminuiu da amostragem
inicial para as demais no grupo T 0,5, e em seis horas no grupo TO, aproximando-se
do inicial nas amostragens de 24 horas e uma semana apés o desafio bacteriano,
engquanto que, na figura 8H, observa-se que a porcentagem de eosindfilos diminuiu

significativamente no tratamento T 0,5, da amostragem inicial para uma semana
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apos o desafio, sem qualquer diferenga na comparagao entre niveis de B-glucano.
(Figura 7H).

Célula Granulocitica Especial (CGE)

Na figura 71, observa-se que o numero de CGE/uL foi maior uma semana
apos o desafio em ambos 0s grupos na comparacdo com a amostragem inicial.Na
figura 8J, pode ser observado um aumento da porcentagem de CGE especiais no
grupo TO0, da coleta inicial para seis horas ap6s o desafio. O mesmo ocorre no grupo
T 0,5 e, adicionalmente, se observa uma diminuicdo significativa da porcentagem
CGE de seis para 24 horas, mantendo-se no mesmo valor em uma semana. Nao

houve efeito do B-glucano.

Basofilos
Nao foi possivel analisar estatisticamente as médias do numero e
porcentagem de basofilos, pois as mesmas ndo apresentam uma distribuicdo

normal.
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Figura 7 — Valores absolutos/uL (coluna esquerda) e porcentagem (coluna direita)
de células brancas diferenciadas de pacus juvenis alimentados com B-glucano (TO
(d)-0% e TO5 (M) - 0,5%) por 10 dias, implantados com hidrocortisona e
inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras maiusculas indicam diferenca entre
tempos de amostragem (Inicial, 3h, 6h, 24h e uma semana apéds desafio) e
minusculas entre tratamentos.
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5. Discusséao

Neste estudo, o implante contendo hidrocortisona (25 ug de cortisol/grama peso
vivo), seguido da inoculacdo dos peixes com Aeromonas hydrophila, elevou as
concentracdes de cortisol plasmatico, em trés, seis e 24 horas apos o implante, a
niveis superiores (400 a 700 ng/mL) aos observados em pacus submetidos a
estresse, 30 minutos ap0s captura e exposicdo aérea (em torno de 140 ng/mL)
(Abreu et al., 2009), simulando uma situacdo muito intensa de estresse. Somente
uma semana depois, os valores diminuiram (40 ng/ml), tornando-se inferiores aos
valores pré-implante (100 ng/ml) e semelhantes aos relatados no estudo de Abreu et
al. (2009) (45 ng/mL). A concentracdo de hidrocortisona do implante devera ser
reduzida em estudos futuros, visto o encontrado neste estudo e no estudo citado.

Os valores de cortisol mais baixos que os valores pré-implantes, encontrados
uma semana depois, podem ser explicados pelo efeito auto regulador do horménio.
O cortisol, por meio de feedback negativo, utilizando moléculas e receptores do eixo
hipotalamo hipofise inter-renal, regula a duracdo e intensidade da resposta de
estresse (Lamers et al., 1994; Bernier et al., 2009). Apés niveis elevados de cortisol
exogeno, € possivel que o organismo tenha diminuido os niveis enddgenos,
reduzindo a sintese e liberagao.

O grupo gue recebeu B-glucano apresentou concentracdes reduzidas de cortisol
24 horas apds o implante e, de modo geral, quando se analisou as médias de todas
as amostragens, sugerindo uma metabolizacdo mais rapida do horménio nos peixes
tratados com o imunoestimulante. Estes resultados podem indicar um efeito protetor
do B-glucano e que os peixes tratados possuiam melhores condi¢es para enfrentar
a simulacdo de estresse e o desafio por bactéria.

A resposta da glicose plasmatica, utilizada como indicador secundario de
estresse, mostrou elevacdo continua, com pico em 24 horas, nos peixes que nao
receberam B-glucano, mas esta resposta foi atenuada nos peixes tratados com o
imunoestimulante, reforcando o seu efeito protetor, da mesma forma que observado
no comportamento do cortisol circulante. Os valores mais altos registrados neste
parametro, em torno de 60 mg/dL, sdo semelhantes aos de juvenis de pacu sem
manipulagdo no estudo de Abreu et al. (2009), no qual os niveis de estresse
atingiram glicemia de100 mg/dL.
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Pela analise dos parametros imunolégicos, pode-se observar reducdo da
atividade respiratéria de leucécitos na presenca de niveis elevados de cortisol e da
infeccdo com a bactéria, indicio do efeito negativo do hormdnio. A manutencéo de
niveis elevados de cortisol pode afetar o sistema imune por acdo negativa do
horménio nos 6rgdos hematopoiéticos e diretamente nos leucécitos, diminuindo a
capacidade de defesa do organismo e dando espago para a agdo de patdgenos
oportunistas presentes no ambiente (Ellis, 1981), como a Aeromonas hydrophila,
causadora da septicemia hemorragica em peixes (Austin e Austin, 2007).

As concentracdes séricas de lisozima ndo seguiram um perfil associado aos
valores elevados de cortisol, j& que o aumento do hormdnio circulante e a inoculacdo
com a bactéria ndo alteraram os valores a trés e seis horas em relacdo aos valores
iniciais. O aumento das concentracfes desta enzima, ocorre em 24 horas e uma
semana depois da inoculagdo, com maior significancia nos peixes que receberam [3-
glucano, indicando uma acgédo estimulante mais tardia. Este evento pode ser
considerado uma resposta melhor do sistema imune a injecdo intraperitoneal de
Aeromonas hydrophila nos animais que foram alimentados com o imunoestimulante.
A presenca de antigenos aumenta a producao de lisozima, que reflete a alteracdo da
populacdo e atividade das células brancas durante o processo de resposta imune
(Saurabh e Sahoo, 2008), pois a lisozima trabalha simultaneamente com outros
componentes do sistema imune, incluindo as proteinas do sistema complemento e
células fagociticas (Saurabh e Sahoo, 2008; Wang e Zhang, 2010).

No caso da atividade hemolitica do sistema complemento, é possivel observar,
nos dois grupos de peixes,ativacdo as 24 horas, quando as concentracdes de
cortisol diminuem, sugerindo reducao do efeito negativo das altas concentracdes de
cortisol. A resposta coincide com o observado na concentragdo de lisozima sérica e
indica um momento importante da reagcdo do sistema imune inato ao desafio com
bactéria, porém sem evidéncias de acéo do B-glucano.

Efeitos positivos do B-glucanos na imunidade ndo especifica foram observados
em Varios parametros imunoldgicos (Sakai, 1999), incluindo a atividade respiratoria
de leucdcitos (Verlhac et al., 1998; Sahoo e Mukherjee, 2001; Cook et al., 2003),
concentracdo de lisozima (Paulsen et al., 2001; Sahoo e Mukherjee, 2001; Bagniet

al.,, 2005) e atividade hemolitica do sistema complemento (Misraet al., 2006;
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Siwickiet al., 2009). Estes efeitos podem variar de acordo com a dose, meio e tempo
de administracao(Sohnet al., 2000; Dalmo e Bggwald, 2008; Li et al., 2009).

A imunidade celular inata é constituida basicamente por mondcitos,
macrofagos e granuldcitos (neutrofilos, eosinéfilos e basofilos) e células citotoxicas
(Secombes, 1996), que atuam no reconhecimento e eliminagcdo de patdgenos,
funcdes vitais essenciais nesta etapa de defesa do organismo (Zaccone et al.,
2009). No presente trabalho, o perfil de diminuicdo do total de leucdcitos e da
porcentagem de linfécitos acompanhou o de aumento do cortisol plasméatico.A
contagem total de leucdcitos dos peixes tratados com glucano (T 0,5- 0,5% de
glucano) aumentou em uma semana, se igualando ao valor inicial, o que n&o
ocorreu com o grupo TO (zero de glucano), sugerindo uma recuperacdo dos animais
alimentados com o imunoestimulante, podendo ser considerado um efeito positivo.

O perfil de diminuicdo do numero de leucdcitos a partir de trés horas apos
inoculacdo com Aeromonas hydrophila coincide com o aumento dos niveis
plasmaticos de cortisol e mostra o reflexo da acdo do hormdnio na diminuicdo do
namero e porcentagem de linfécitos. Pickering e Pottinger(1985) associam a
diminuicdo do numero de linfécitos a resposta de estresse e elevacao do cortisol
com o surgimento de doengas. Da mesma forma, Pickering et al. (1986) aponta a
reducdo do numero de linfécitos como um fator importante para a redugcdo na
capacidade de defesa dos peixes contra microrganismos patogénicos. Além da
reducdo do numero de linfécitos, outros autores associaram situacdes como
estresse por diminuicdo de temperatura, manejos intensos e infeccbes com o
aumento do numero de neutréfilos, estabelecendo um quadro de linfopenia e
neutrofilia pds-estresse (Brenden e Huizinga, 1986; Plytyczet al., 1989, Martins et
al., 2004, Urbinati e Carneiro, 2004), compativel com os resultados encontrados
neste estudo apdés administracdo parenteral de implante de liberacdo lenta de
cortisol, e inoculacdo de bactéria, simulando uma condicdo de estresse e
submetendo os animais a uma infeccdo experimental. Uma resposta semelhante foi
descrita por Biller (2005) que observou neutrofilia e linfopenia em pacus submetidos
a estresse por infecgao por parasito Dolops carvalhoi.

Em mamiferos, na resposta a varios tipos de infeccdo, a medula 0ssea libera
mais neutrofilos que o usual, resultando em um aumento do nimero de neutrdéfilos

circulantes, podendo o perfil de neutrofilos ser usado como indicativo de infeccéo
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(Kindtet al., 2006). A mesma reacdo pode ser observada neste experimento,
sugerindo um mecanismo semelhante nos peixes. Com base em suas fung¢des, o
perfil de neutréfilos e mondcitos € indicativo da atividade decorrente do desafio com
Aeromonas hydrophila. Nos peixes tratados com 0,5% de glucano,em 24 horas, a
porcentagem de neutréfilos foi menor em comparacdo a trés e seis horas apos
desafio. ap6és uma semana, nos peixes tratados a porcentagem de neutréfilos se
iguala ao valor inicial, 0 que nao ocorre com 0s peixes sem glucano, nos quais a
porcentagem se iguala com trés horas. Isto pode indicar uma condicdo melhor dos
animais que receberam (-glucano, apresentando um uma recuperagdo melhor em

comparagao com 0s que nao receberam.

6. Concluséo

O implante de liberacdo lenta contendo 25ug/g de hidrocortisona, usando
manteiga de cacau como veiculo, foi efetivo na elevacao e manutencdo dos niveis
plasmaticos de cortisol, simulando uma resposta de estresse por 24 horas, porém o0s
valores apresentados sdo mais elevados quando comparados com situacdes
fisiol6gicas. Por este motivo, sugerimos a utilizacdo de uma dose menor para futuros
estudos.

Os niveis plasmaticos de cortisol associados a inoculagdo com bactéria
promoveram um quadro de linfopenia e neutrofilia. Adicionalmente, o
comportamento de lisozima e complemento, assim como o perfil de neutrdfilos e
mondcitos, indica que o sistema imune respondeu a infeccdo, com perfis de
respostas melhores nos grupos tratados com 0,5% de B-glucano por 10 dias,
indicando que a alimentacdo com o imunoestimulante pode ter influenciado a
condicao imunoldgica inicial, melhorando as respostas dos peixes tratados, frente a
inoculagcdo com Aeromonas hydrophila.

A lisozima e proteinas do sistema complemento tiveram atuacdo conjunta e

responderam mais tardiamente, 24 horas apds a inoculacdo com a bactéria.
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Capitulo IV — Imunoestimulacdo com B-glucano, cortisol endégeno e infeccéo
experimental com Aeromonas hydrophila.

Resumo: A intensificacdo da piscicultura tras consigo situacfes estressantes aos
animais, que, caso persistam, podem ser nocivas ao sistema imune, favorecendo a
ocorréncia de doencas provocadas por patégenos oportunistas. A imunidade inata,
mais expressiva nos peixes que em outros vertebrados, pode ser estimulada por
meio de substancias de diversas origens. Neste estudo, juvenis de pacu,
alimentados por 10 dias com ra¢des contendo dois niveis de B-glucano (0% (TO) e
0,5% (T 0,5), foram submetidos a perseguicéo e exposicao aérea e, apos trés horas,
foram inoculados com Aeromonas hydrophila. Amostragens foram realizadas em 5
tempos (apdés 10 dias de alimentacdo com dietas experimentais, trés, seis e 24
horas e uma semana apds a inoculacdo da bactéria) para determinacdo de
indicadores de estresse e imunologicos. O perfil de aumento e recuperacao
apresentado pelo cortisol plasmatico e glicemia sdo caracteristicos de estresse. A
concentragdo sérica de lisozima e atividade do sistema complemento apresentaram
acdo conjunta em 24 horas, sem efeito do B-glucano. O numero de leucdcitos,
linfécitos e a atividade de leucdcitos foram influenciados negativamente pelo cortisol,
tendo T 0,5 apresentado maior atividade respiratdria que o controle na amostragem
de 3 horas. A porcentagem de neutréfilos indicou resposta a inoculagdo, com maior
mobilizacdo de células para o foco de infeccdo em trés e seis horas para o
tratamento T 0,5. Os resultados indicam melhor atividade do sistema imune nos

animais que receberam [3-glucano.

Palavras chave: Estresse, Aquicultura, imunidade, pacu, imunoestimulantes,

leveduras

1. Introducgéo

A aquicultura vem crescendo e se destacando no pais e nho mundo. Com sua
intensificacé@o, situacdes presentes na rotina e inevitaveis para a atividade, como

manipulacdo, adensamento e qualidade de agua, podem provocar estresse nos
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peixes (Urbinati e Carneiro, 2004). O estresse se caracteriza por estimulos nocivos
que de acordo com a intensidade e duragdo, desencadeiam resposta dos eixos
sistema nervoso central-tecido cromafim e hipotalamo-pituitaria-interrenal (HPI), com
liberacdo de catecolaminas e cortisol, que aumentam o0 aporte energético e
respiratério para eventual fuga, enfrentamento ou adaptacdo (Barton e lwama,
1991). Em casos de estresse cronico,quando os niveis plasméticos de cortisol se
mantém elevados por muito tempo, o efeito homeostatico das alteracdes provocadas
Sse esgota e 0 estresse torna-se deletério, comprometendo a osmorregulacdo e o
sistema imune e facilitando o desenvolvimento de doencgas provocadas por
patégenos oportunistas (Wendelaar Bonga, 1997), como a septicemia hemorragica,
provocada pela Aeromonas hydrophila, um bastonete Gram negativo presente
praticamente em todo ambiente aquatico, pele e trato gastrointestinal (Austin e Allen,
1985; Austin e Austin, 2007).

O sistema de defesa dos peixes € semelhante ao dos mamiferos, composto
por respostas inatas, ou nao especificas, e especificas (Bernsteinet al., 1998).
Embora ambas sejam importantes, nos peixes as respostas ndo especificas séo
mais expressivas (Urbinati e Carneiro, 2004). Varias células (macrofagos e
granulécitos) e moléculas (lisozima e complemento) que compdem a imunidade
inata foram identificadas em peixes (Dalmo et al., 1997) e podem ser utilizadas como
indicadores da saude e status imunoldgico (Robertsen, 1999).

A estimulacdo do sistema imune por meio de substancias de varias naturezas
€ amplamente estudada (Robertsen, 1999; Sakai, 1999). O B-glucano, derivado de
leveduras, fungos e cereais, € um dos imunoestimulantes mais pesquisados e tem
como sua acao principal o aumento da atividade de fagocitos por meio de ligacdo a
receptores presentes nos mesmos (Engstad et al., 1992).

O estudo da acéo do cortisol, principal hormonio presente durante o estresse,
nas respostas imunoldgicas dos peixes, assim como a utilizacdo de substéancias
estimuladoras do sistema imune, como forma de amenizar os efeitos negativos do
manejo, sdo importantes para a continuidade do crescimento da piscicultura como
atividade econdmica e desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos para espeécies
nativas como pacu, um dos peixes de maior importancia econémica no Brasil
(Queirozet al., 2005; Urbinatiet al., 2013). Considerando o0 exposto, o0 objetivo deste

estudo foi avaliar respostas de estresse (cortisol e glicose sanguineos) e imunes
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inatas (atividade respiratéria de leucécitos, concentracdo de lisozima, atividade
hemolitica do sistema complemento e contagem de células da série branca), em
pacus juvenis alimentados com [-glucano, expostos a captura e exposicao aérea e

infectados experimentalmente com Aeromonas hydrophila.

2. Material e métodos

2.1 Protocolo Experimental

Foram utilizados 80 juvenis de pacu (102,9 g + 30,7), distribuidos em 8 caixas
(10 peixes por caixa), com renovacdo de agua e aeracdo constantes.As
propriedades da agua das caixas foram monitoradas pela determinacdo das
concentragbes de oxigénio dissolvido (oximetro YSI 55,Xylem Analytics, USA),
temperatura, potencial hidrogeniénico (pHmetro Corning) e aménia total (método do
reagente de Nessler). As variaveis mantiveram-se dentro dos valores recomendados
para o bem estar de peixes tropicais (Proenca e Bittencourt, 1994), com valores
médios de oxigénio dissolvido 6,01 + 0,2mg/L, temperatura 29 + 0,4 °C, pH 7,97 +
0,1 e amonia total 0,72 + 0,4/mg. Ap6s uma semana de aclimatacdo as condicbes
experimentais, alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial, os peixes
receberam ragcdes contendo dois niveis de inclusao de B-glucano (zero e 0,5%), com
taxa de arracoamento de 3% da biomassa ao dia, durante 10 dias. Em seguida, 16
peixes (8 de cada tratamento) foram amostrados para coleta de material biolégico e
determinacdo dos parametros basais e submetidos a manejo de captura
(perseguicdo por um minuto e exposicdo aérea por quatro minutos). Apos trés
horas, os animais receberam injec&o intraperitoneal de solucdo contendo 1x10° UFC
mL™? de Aeromonas hydrophila, previamente determinada para o lote de peixes
utilizado para ativar a resposta imune sem causar a doenca. O experimento seguiu
um delineamento inteiramente casualizado, com dois niveis de inclusao de B-
glucano (TO — zero % de B-glucano + captura e T 0,5 — 0,5 % de B-glucano +

captura, distribuidos em quatro caixas cada. Apds o procedimento de inoculacao,
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foram realizadas quatro coletas de material bioldgico, nos seguintes tempos: 3, 6 e
24 horas e uma semana.

Em cada coleta foram amostrados oito peixes de cada tratamento (dois por
caixa) (n=8). Os animais foram anestesiados em solucao alcodlica de benzocaina
(0,1 g L™) para retirada de sangue por puncdo dos vasos caudais e, em seguida,
retirados do experimento para evitar o efeito da manipulagdo em amostragens
posteriores. Cada amostra de sangue foi dividida em trés microtubos: um contendo
15 pL de EDTA + fluoreto de potassio (Glistab®), o segundo, 15 uL de heparina
sédica e o ultimo sem anticoagulante, para contagem total de eritrécitos e separacao
de plasma para determinacdo da concentracdo de glicose e cortisol, ensaio da
atividade respiratoria de leucocitos e separacdo de soro para determinacdo da
concentracdo de lisozima e atividade das proteinas do sistema complemento,
respectivamente. De cada amostra de sangue também foram preparadas extensées
sanguineas para contagem total e diferencial de leucdcitos. Os procedimentos foram
realizados de acordo com os principios éticos na experimentacdao animal, adotados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo animal (CONCEA), sendo
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV — UNESP,
Jaboticabal (Protocolo n°® 019.439/13).

2.2 Dietas experimentais

As dietas experimentais, produzidas na Fabrica de Racdo do Centro de
Aquicultura da UNESP, foram preparadas pela moagem da ragcdo comercial
(Guabi® Pira 28) extrusada(28% PB e 3.600 kcal EB/kg) em particulas menores
que 0,8 mm e adicdo do nivel de B-glucano de acordo com o tratamento
T0,5(0,5%). Apds a adigdao do B-glucano, a mistura foi homogeneizada em
misturador manual e submetida ao processo de peletizacdo. O tratamento
contendo 0% de B-glucano foi preparado apenas pela peletizacdo do produto da
moagem da racdo comercial. Apos secagem, as ra¢gfes foram armazenadas a -
20°C até a utilizagao. A fonte de B-glucano utilizada foi o MacroGard®, derivado
de Saccaromyces cerevisiae, com 60% de [(-glucano, conforme o

fornecedor(BIORIGIN, Sdo Paulo, Brasil). Com base na disponibilidade de (-
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glucano do produto, foi calculada a quantidade necessaria a ser adicionada para
se atingir o nivel de inclusdo de [B-glucano desejado para cada tratamento
(Tabela 3).

Tabela 3 - Calculos para inclusdo do nivel de B-glucano nas ragdes experimentais

Fonte de [3-glucano Quantidade de B-glucano(%) Correcao para 100% (g)

Macrogard® 60 1,7
Tratamento Correcgéao - B-glucano/kg racéo (g/kg)
T0,5 (0,5% B-glucano) 50(0,5% x 1kg) x 1,7 = 8,7g/kg

2.3. Anédlises Laboratoriais

2.3.1. Indicadores de estresse
a. Concentracao plasmatica de cortisol.

O cortisol foi mensurado no plasma, acondicionado a -20°C, com kit comercial
(radioimunoensaio,Kit Coat-a-count cortisol, Siemens Medical Solutions Diagnostics,
LA, USA).

b. Concentracédo plasmética de glicose

Para a determinagdo da glicose plasmatica foi utilizado um kit colorimétrico
(Labtest).

2.3.2 Indicadores imunoldgicos

c. Ensaio da atividade respiratoria de leucocitos.

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo de Anderson e Siwicki
(1995), modificado por Biller-Takahashi et al. (2013). Um volume de 0,1 mL de
sangue heparinizado foi adicionado a 0,1 mL de solucdo de nitro blue tetrazolium

(NBT, Sigma) em tampéao fosfato (pH 7,4) na concentragcéo 0,2%. A suspenséo foi
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homogeneizada e incubada a 25 °C, por 30 minutos. Da suspenséo resultante foram
retirados 50 pL e adicionados a 1 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) em tubos de
vidro de 5 mL, que foram centrifugados a 3000g, por cinco minutos. A densidade
Optica do sobrenadante foi determinada por espectrofotometria, em comprimento de
onda de 540nm.

d. Concentracao sérica de lisozima.

A concentracdo de lisozima sérica foi determinada com base no método
classico de Smolelis e Hartsell (1949). Uma suspensao de Micrococcus lysodeikticus
foi usada como substrato para lise, medida pela reducdo da densidade 6ptica por
meio de espectrofotometria. A analise foi realizada por ensaio turbidimétrico,
segundo Ellis (1990) e adaptado por Marzocchi-Machadoet al. (1999) e Abreuet al.
(2009). Foi estabelecida uma curva padrao com seis concentracdes de lisozima (50,
80, 100, 150, 200 e 300 ng em 300 pL de tampéao fosfato de sédio(NaH,POg4; 0,05 M;
pH 7,4). Um volume de 300 pL de cada solucao foi pipetado em uma cubeta de 1mL
seguido da adicao de 300 pL de suspensao de Micrococcus lysodeikticus(10 mg de
bactéria em 50mL de tampdo fosfato de sdodio). A densidade Optica foi lida
imediatamente por espectrofotometria cinética, durante 10 minutos, com leituras
realizadas a cada 20 segundos, em comprimento de onda de 450 nm. A diferenca
entre a densidade optica inicial e final (ADO) de cada concentragdo foi calculada
para 5 minutos de leitura e a curva representada grafica e matematicamente através
de sua equacdo. As amostras de soro mantidas a - 20 °C foram submetidas a
tratamento térmico de 56 °C por 30 minutos, para inativacdo das proteinas do
sistema complemento e garantia de que a lise provocada fosse por acao apenas da
lisozima. O mesmo procedimento que determinou a curva padréo foi realizado com
as amostras, utilizando-se volumes de 150 yL de soro e 150 yL de tampao fosfato
de sddio. A concentragcdo da lisozima de cada amostra foi quantificada, pela curva

padrao determinada, utilizando a equagéao da reta e as respectivas ADOs.
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e. Atividade hemolitica do complemento sérico — Via alternativa

A determinacdo da atividade hemolitica das proteinas da via alternativa do
sistema complemento foi realizada com base em Polhillet al. (1978), adaptado para
pacu por Biller-Takahashiet al. (2012). Foi realizado um ensaio cinético para
determinar o0 tempo necessario para cada amostra de soro lisar 50% de uma
suspensao de eritrécitos de coelho. Para o preparo da suspensdo, 5 mL de sangue
foi colhido por puncdo venosa com mesmo volume de solucdo Alséver
(anticoagulante pH 6,1) e colocado em tubo de 50 mL com o mesmo volume de
trietanolamina (TEA), acido etileno diaminotetracético (EDTA) a 10 nM pH 7,4 e
gelatina a 0,1%. A suspensao foi incubada por 15 minutos, a 37°C, e centrifugada a
4809 por 10 minutos, a 4 °C. O mesmo procedimento de centrifugacao foi repetido
trés vezes. Nas duas primeiras, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em tampdo TEA — Mg** 2 nM, pH 7,4. Na Ultima, depois de
descartado o sobrenadante, a solucdo de Alséver foi utilizada para ressuspensao
das células que foram armazenadas a 4 °C.As amostras de soro, mantidas a - 80 °C,
foram descongeladas em temperatura ambiente e diluidas em tampao TEA-EGTA
8mM e Mg?* 2 mM, com gelatina 0,1%, na proporcdo de 1:10, previamente
padronizada para soro de peixe. Desta forma, 60 yL de amostra e 140 pL de tampao
foram pipetados em uma cubeta de um mL. Na sequéncia, foram pipetados 400 uL
da suspensdo de hemécias e realizada a leitura cinética em espectrofotbmetro,
durante 10 minutos, com leituras a cada 20 segundos em comprimento de onda de
700 nm. A atividade das proteinas da via alternativa do sistema complemento foi
determinada pela velocidade com que cada amostra foi capaz de lisar 50% da

suspensao de hemacias.

f. Contagem total de eritrocitos

A contagem total de eritrocitos foi realizada em camara de Neubauer, utilizando
sangue total diluido em tamp&o formol citrato na propor¢do de 1/200. Os valores

foram utilizados no célculo do numero total de leucécitos.

70



g. Contagem total e diferencial de leucocitos

A contagem total e diferencial de leucdcitos foi realizada por meio de
microscopia Optica em extensfes sanguineas coradas com May-Grunwald-Giemsa-
Metanol (Rosenfeld), de acordo com a técnica descrita por Tavares-Dias & Moraes
(2003) Os leucacitos foram quantificados pelo método indireto, sendo considerada a
quantidade de leucdcitos encontrada a cada 2000 eritrocitos contados. Para a
diferenciacéo foram contadas 200 células brancas e a quantidade de cada célula é

expressa pela porcentagem da mesma em relacao ao total.

3. Anédlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise preliminar e transformados quando
necessario. Foram, entdo, submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (5%). O programa estatistico utilizado foi o SAS

9.2. Os valores sao apresentados como médias * desvio padrao.

4. Resultados

4.1. Indicadores bioguimicos de estresse

a. Concentracao plasmaética de cortisol

A figura 1 mostra que a concentracao plasmatica de cortisol (ng/dL) aumentou
significativamente, em ambos os tratamentos, da coleta inicial para a coleta de trés
horas apo0s o desafio bacteriano. Em seis horas, as concentracdes de cortisol dos
peixes que néo receberam glucano retornaram ao valor inicial, mantendo-se iguais
as iniciais nos dois tratamentos,em 24 horas e uma semana. Nao houve diferenca

entre tratamentos em todas as amostragens.
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Figura 1 — Concentracdo plasmatica de cortisol de pacus juvenis alimentados com
B-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%), submetidos a captura e inoculados com

Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam diferenca entre amostragens.

b. Glicose plasmatica

A figura 2 mostra que a alimentacao por 10 dias com [-glucano aumentou 0s
valores iniciais de glicose plasmatica (mg/dL) no grupo T0,5 na comparagédo com TO.
Também na comparagéo dos grupos, a glicemia dos peixes que ndo receberam [3-
glucano aumentou e manteve-se estatisticamente igual ao longo das amostragens,
exceto por queda uma semana depois da inoculacdo. Nos peixes que receberam [3-
glucano, os valores nédo diferiram, exceto por uma diminuicdo nas concentragoes

deste metabdlito na amostragem de seis horas apds a inoculagdo com a bactéria.
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Figura 2 - Concentracdo plasmatica de glicose (mg/dL)de pacus juvenis

alimentados com B-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, submetidos a
captura e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam

diferenga entre coletas e minusculas, entre amostragens.

4.2. Indicadores imunolégicos

a. Atividade respiratéria de leucocitos (ARL)

A figura 3 mostra que a atividade respiratoria de leucdcitos (DO - 540nm)
diminuiu trés horas apoés a inoculacdo da bactéria nos peixes que ndo receberam [3-
glucano, mas voltou a se igualar aos valores iniciais has amostragens seguintes.
Essa reducdo ndo foi observada nos peixes alimentados com [-glucano. Neste
grupo de peixes um valor mais baixo de ARL, em relagdo a amostragem inicial e de

uma semana, foi observado 24 horas apdés a inoculacao.
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Figura 3 — Atividade respiratéria de leucdcitos (DO - 540nm) de pacus juvenis
alimentados com B-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, submetidos
captura e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam

diferenca entre amostragens e minusculas, entre grupos.

b. Concentracao sérica de lisozima
A figura 4 mostra que a concentracdo sérica de lisozima (ng/dL) apresentou

aumento significativo em 24 horas e uma semana apos o desafio bacteriano, nos

peixes dos dois tratamentos, sem efeito do B-glucano.
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Figura 4 — Concentracdo sérica de lisozima (ng/dL) de pacus juvenis alimentados
com f-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, submetidos a captura e
inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailusculas indicam diferenca entre

amostragens.

C. Atividade hemolitica das proteinas do sistema complemento (via

alternativa)

A figura 5 mostra que atividade hemolitica do sistema complemento néo
diferiu entre peixes dos dois grupos, nas diferentes amostragens. Houve um
aumento da atividade trés horas apos o desafio bacteriano, seguido de reducao seis
e 24 horas apdés. Uma semana depois, os valores se aproximaram dos valores

iniciais.
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Figura 5 — Atividade hemolitica do sistema complemento (segundos) de pacus
juvenis alimentados com f-glucano (TO — 0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias,
submetidos a captura e inoculados com Aeromonas hydrophila. Letras mailusculas

indicam diferenca entre amostragens.

d. Contagem total de leucécitos

A figura 6 mostra que o tratamento dos peixes com [(-glucano nao afetou
namero de leucécitos nas diferentes amostragens. Houve redugédo desse niumero em
relacdo a amostragem inicial e trés, seis e 24 horas apés desafio, retornando ao

valor inicial com uma semana, em peixes dos dois grupos.
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Figura 6 — Contagem total de leucécitos/pL de pacus alimentados com [B-glucano
(TO-0% e T 0,5 — 0,5%) por 10 dias, submetidos a captura e inoculagdo com

Aeromonas hydrophila. Letras mailsculas indicam diferenca entre coletas.

e. Contagem diferencial de leucocitos

s

Linfécitos

A figura 7A mostra que a alimentag&o dos peixes com 3-glucano nédo afetou o
namero e de linfécitos/pL nas diferentes amostragens. Esse nimero reduziu as trés,
seis e 24 horas apos desafio, retornando ao valor inicial com uma semana, em
peixes dos dois grupos. Houve diminuigdo numérica mais acentuada no grupo TO
em trés e seis horas, porém sem diferenca estatistica. Na figura 8B, observa-se que
a porcentagem de linfocitos apresentou perfil semelhante, diminuindo as trés e seis
horas ap0s inoculacdo, aumentando em 24 horas e retornando ao valor inicial com

uma semana.
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Neutréfilos

A figura 7C mostra que o namero de neutrofilos/uL aumentou em relacdo ao
valor inicial nas amostragens de trés, seis e 24 horas ap0s inoculacéo, aproximando-
se do valor inicial em uma semana. Foi observado um perfil de aumento mais
discreto para o grupoTO0,5, porém sem diferenca estatistica. Na figura 8D observa-se
que a porcentagem de neutréfilos aumentou da coleta inicial para trés e seis horas
apos desafio, diminuindo na coleta de 24 horas para T 0,5, e retornando aos valores
iniciais para ambos os tratamentos em uma semana. A alimentacdo dos peixes com
B-glucano ndo afetou o nimero de neutrofilos, mas afetou a porcentagem dessas
células, nas coletas de trés e seis horas, sendo 0os maiores valores observados nos

peixes que nao receberam B-glucano.

Monocitos

A figura 7E mostra que a alimentagcao dos peixes com [3-glucano néo afetou o
namero de mondcitos/uL nas diferentes amostragens. O nimero de mondcitos foi
menor nas amostragens de seis e 24 horas em comparacdo com o Vvalor inicial,
aproximando-se dos valores iniciais em uma semana apoés inoculagcdo em ambos os
grupos. Na figura 7F, observa-se que a porcentagem de mondcitos apresentou
diferenca significativa apenas na comparacao entre as coletas de trés horas e as
amostragens de 24 horas e uma semana apos o desafio, nos peixes que nao
receberam B-glucano (TO) e entre trés e 24 horas, nos peixes alimentados com [3-

glucano (T0,5), com reducao dos valores.

Eosinofilos

A figura 7G mostra que a alimentacdo dos peixes com 3-glucano ndo afetou o
namero e de eosinofilos/pL nas diferentes amostragens. Esse numero reduziu as
trés e seis horas apds desafio, em peixes dos tratamentos T0,5 e TO,
respectivamente, retornando aos valores iniciais para ambos os tratamentos em 24
horas e uma semana apés inoculacdo. Na figura 7H, observa-se que ndo houve

diferenca estatistica na porcentagem de eosindfilos, entre coletas.
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Célula granulocitica especial (CGE)

A figura 71 mostra que o numero de CGE manteve-se da amostragem inicial
até 24 horas apos inoculagdo para ambos 0s grupos, aumentando em uma semana,
sendo que TO apresentou médias maiores na comparacdo com T0,5 (Figura 8l).

Pode-se observar na figura 7J que houve aumento progressivo da
porcentagem de células granulociticas especiais entre a coleta inicial e as de seis
horas e uma semana apos o desafio bacteriano nos peixes que ndo receberam
glucano. No caso dos peixes que receberam glucano, houve diferenca as seis horas,
com a maior média registrada em relacdo aos demais tempos de coleta. Observou-
se efeito do B-glucano apenas uma semana apos inoculacdo, quando 0s peixes que
nao receberam o imunoestimulante apresentaram maior porcentagem de CGE
(Figura 8J).

Basoéfilos

N&o foi possivel analisar estatisticamente as médias da porcentagem de

basdfilos, pois as mesmas nédo apresentam uma distribuicdo normal.
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5. Discusséao

Os indicadores de estresse (cortisol e glicose plasmaticos) confirmaram a
instalacdo de resposta bioldgica classica esperada em condicdo adversa como a
testada neste estudo, sugerindo que o manejo feito foi eficiente para instalar o
quadro pretendido. A inoculacéo foi feita como ferramenta para promover reacao do
sistema imune inato e o [B-glucano para melhorar suas respostas.Exceto por
aumentar a glicemia dos peixes apés 10 dias de oferta, o glucano ndo modificou o
perfil dos indicadores de estresse nas diferentes amostragens realizadas.
Entretanto, houve efeito positivo do glucano nas respostas do sistema imune

Niveis elevados de cortisol tem acéo negativa nos 6rgdos hematopoiéticos
dos peixes (rim cefélico e baco), diminuindo a resposta imune pela diminuicdo de
leucdcitos e acao direta do hormdnio nos mesmos (Ellis, 1981). Isto foi observado no
perfil da atividade respiratéria e do numero de leucdcitos,que foram reduzidos as
trés horas (ARL) e as trés, seis e 24 horas (leucocitos)depois do desafio bacteriano,
quando as concentracdes plasméaticas de cortisol eram mais altas em comparacao
com os valores basais.

O B-glucano evitou a reducdo da ARL as trés horas, embora ndo tenha
alterado o numero de células, sugerindo que, frente ao desafio por bactéria em
condicdo de estresse, os animais que receberam B-glucano estavam mais aptos a
responder a infeccdo, ativando mais a funcdo celular.Produtos do sistema
neuroendocrino podem modular componentes do sistema imune inato (Bayne e
Levy, 1991), e o cortisol tem efeito inibitério na atividade respiratéria de leucécitos
(Harris e Bird, 2000; Yada e Nakanishi, 2002). O uso de imunoestimulantes pode
proteger os animais em situacdes de estresse, pelo aumento do status imunolégico
inicial (Robertsen, 1999).

No caso da lisozima, ndo houve efeito do (B-glucano, e o aumento de suas
concentracdes, que coincide com o aumento da atividade hemolitica das proteinas
do sistema complemento, na amostragem de 24 horas apés o desafio bacteriano, é
um indicativo importante do tempo de atuacao e interagao destes dois componentes
da resposta imune inata a inoculacdo de antigeno.A presenca de antigenos aumenta

a producéao de lisozima, que reflete a alteracdo da populacéo e atividade das células
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brancas durante o processo de resposta imune (Saurabh e Sahoo, 2008), pois a
lisozima trabalha simultaneamente a outros componentes, incluindo as proteinas do
sistema complemento e células fagociticas (Saurabh e Sahoo, 2008; Wang e Zhang,
2010).

A imunidade celular inata é constituida basicamente por mondcitos,
macréfagos e granuldcitos (neutrofilos, eosindéfilos e basofilos) e células citotoxicas
(natural killers) (Secombes, 1996), que atuam no reconhecimento e eliminacédo de
patogenos, funcdes vitais essenciais nesta etapa de defesa do organismo (Zaccone
et al., 2009). Neste estudo, o numero total de leucécitos, assim como o nimero e
porcentagem de linfécitos, apresentou um perfil de diminuicdo e recuperacao,
compativel com o aumento e reducdo dos niveis plasmaticos de cortisol, sem efeito
evidente do imunoestimulante. Segundo Pickering e Pottinger (1995), queda do
namero de linfécitos pode estar associada a resposta de estresse e elevagcao do
cortisol. Da mesma forma, Pickering (1986) aponta a reducdo do numero de
linfécitos como um fator importante para a diminuicdo na capacidade de defesa dos
peixes contra microrganismos patogénicos. Além da reducdo do numero de
linfécitos, outros autores associaram situacdes como estresse por queda de
temperatura, manejos intensos e infecgbes com o aumento do numero de
neutréfilos, estabelecendo um quadro de linfopenia e neutrofilia pds-estresse
(Brenden e Huizinga, 1986; Plytyczet al., 1989, Martins et al., 2004, Urbinati e
Carneiro, 2004). Uma resposta semelhante foi descrita por Biller (2005) que
observou neutrofilia e linfopenia em juvenis de pacus submetidos a estresse por
infeccdo por parasito Dolops carvalhoi, o que reforca os perfis de linfocitos e
neutrofilos encontrados neste estudo, com a mesma espécie, em situacdo
experimental de estresse e infeccéo.

Em mamiferos, em resposta a varios tipos de infeccédo, a medula 6ssea libera
mais neutrofilos que o usual, resultando em um aumento do numero deste
granuldcito na circulacdo, podendo o perfil de neutréfilos ser usado como indicativo
de infeccdo (Kindtet al.,, 2006). A mesma reacdo pode ser observada neste
experimento, sugerindo um mecanismo semelhante nos peixes. Apesar de poucas
informacgdes sobre a dinamica dos leucécitos durante o estresse em peixes, alguns
estudos mostram alteragbes em numero e padréo de distribuicdo de células brancas
decorrentes de estresse, pela necessidade de mobilizacdo de células para locais

82



afetados e aumento da eficiéncia de defesa (Wojtaszek et al., 2002; Dhabhar, 2002).

A fase aguda do estresse favorece a mobilizacdo de células de defesa e a
distribuicdo dos diferentes tipos celulares, de acordo com a necessidade (Dhabhar,
2002). Seguindo o aumento inicial de leucdcitos, e com a permanéncia da ativacao
do eixo HPI, ocorre uma diminuicdo geral do nimero de células circulantes, reflexo
da permanéncia das mesmas nos 6rgdos afetados (Tort, 2011). O perfil do aumento
do namero de neutréfilos, neste estudo, indica o quadro de infeccéo provocado pelo
desafio com Aeromonas hydrophila durante o estresse, tendo os peixes tratados
com [-glucano apresentado valores menores de neutrofilos circulantes em
comparagdo com o controle nas amostragens de trés e seis horas apos desafio,
indicativo de que os animais alimentados com racédo contendo B-glucano por 10 dias
possuiam maior capacidade para responder a infeccdo experimental e podem ter
mobilizado mais neutréfilos para o foco de infeccéo.

Os perfis de eosindfilos, células granulociticas especiais (CGE) e basdfilos
nao apresentaram relacdo clara com os fatores estudados. A alta variacdo dos
dados, mostrada pelos desvios padrdo, pode ter interferido na andlise estatistica,

prejudicando a interpretacao dos dados.

6. Conclusao

Os resultados encontrados indicam que o B-glucano melhorou a atividade do
sistema imune, por meio do aumento da atividade respiratéria dos leucécitos, tendo
0s animais que receberam 0,5% de B-glucano na racéo apresentado valores maiores
de atividade em trés horas apés inoculagdo com Aeromonas hydrophila.O perfil de
neutrofilos indica que o grupo que recebeu B-glucano na alimentacdo pode ter
mobilizado mais neutréfilos para o foco de infeccdo em trés e seis horas apés
inoculacdo com bactéria, porém outros estudos sobre a dinamica de células brancas

Sao necessarios para confirmar este evento.
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Consideracdes finais

Com base nos niveis sanguineos de cortisol observados nos pacus que
receberam implante contendo hidrocortisona, que foram muito altos comparados
com niveis fisiologicos, recomenda-se, se 0 objetivo for simular uma resposta de
estresse, a utilizacdo de doses mais baixas, partindo de 10ug/g de peso vivo. J& o
modelo de inducgéo de estresse por exposicdo aérea foi satisfatorio e € recomendado
para a espécie utilizada.

A alimentacéo com 0,5% de inclusdo de 3-glucano na dieta, por periodo de 10
dias, promoveu aumento da atividade respiratéria de leucdcitos em amostragem
realizada trés horas apds inoculagdo com bactéria, um momento quando a resposta
geral foi de reducdo associada aos niveis altos de cortisol. Outros resultados que
sugerem atividade positiva do B-glucano sdo a diminuicdo antecipada dos niveis de
cortisol em peixes que receberam implante intraperitoneal de hidrocortisona e uma
maior migracdo de neutréfilos para o foco de infeccdo apds inoculacdo com
Aeromonas hydrophila.

Em futuros estudos, utilizando os mesmos protocolos, outras abordagens
poderdo ser utilizadas, para melhor clareza dos mecanismos envolvidos, tais como a
coleta do exsudato inflamatério da cavidade intraperitoneal, simultdneo a coleta de
sangue, para que seja possivel avaliar a distribuicdo de células brancas nos dois
compartimentos em questao.

Algumas variaveis, em especial a atividade hemolitica das proteinas do
sistema complemento, apresentaram desvio padrdo muito alto o que pode ter
deixado de evidenciar estatisticamente algumas diferencas observadas
numericamente. No geral, todo o material biologico coletado exige padronizagéo
durante todo o processo, desde a coleta e armazenamento até a analise, para evitar
que diferencas ndo decorrentes dos tratamentos estudados atrapalhem o resultado
final. Durante este estudo, foi observado que as proteinas do sistema complemento
sdo muito sensiveis e exigem maior controle da técnica utilizada. Alguns pontos
criticos como o tempo de obtencdo e armazenamento do soro, temperatura de
estocagem e procedimento de analise(descongelamento e montagem do ensaio)
devem ser observados, na medida do possivel, visando reduzir ao maximo
diferencas decorrentes dos processos em questdo e evidenciar efeitos dos

tratamentos em estudo.
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Pelos resultados observados neste estudo, pode-se considerar que a
inoculacdo com a cepa e concentracdo utilizada de Aeromonas hydrophila foi
eficiente para estimular a resposta do sistema imune inato dos juvenis de pacu. Foi
observado, neste processo, atividade conjunta da lisozima e das proteinas do
sistema complemento 24 horas apés a inoculacdo. Sugere-se, para futuros estudos,
amostragens algumas horas antes e depois deste periodo, para refinar os resultados
e evidenciar ainda mais o0 momento de atuacdo destes dois componentes da
resposta imune inata.

Por fim, com base nos resultados encontrados, pode-se considerar que a
dose e tempo de administragdo de (B-glucano para juvenis de pacu, ideais para a
utilizacdo préatica, estejam muito préximos dos estudados nos protocolos
experimentais. Futuros estudos com foco nas respostas imunes inatas a nivel
molecular, com estudos de mediadores de respostas, poderdo esclarecer
mecanismos e dar suporte para que se estabeleca a utilizacdo adequada do

produto.
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