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RESUMO

Com a expansdo da producdo de tilapias no Brasil e no mundo, tem-se a necessidade de estudos
sobre todo o funcionamento do sistema para que seja cada vez mais produtivo. Para isso,
pesquisas sobre o0 sistema imunoldgico dos peixes é de grande importancia, uma vez que visa
tratar possiveis doengas, diminuir a mortalidade e, consequentemente, melhorar a qualidade e
producdo. Este trabalho, teve como objetivo investigar o potencial do B-glucano, ja que é
considerado como imunomodulador, auxiliando no mecanismo de defesa, sobre os indicadores
do sistema antioxidante, incluindo a atividade hepética das enzimas da catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD) em amostras de figado em tilapias-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas ao estresse de manejo. Um total de 408 tilapias
foram divididas em 8 tratamentos (1: Controle 15 dias; 2: Controle 15 dias desafiado; 3: B-
glucano 15 dias; 4: B-glucano 15 dias desafiado; 5: Controle 30 dias; 6: Controle 30 dias
desafiado; 7: B-glucano 30 dias; 8: B-glucano 30 dias desafiado). Aos 14 dias, os tratamentos 2
e 4 foram desafiados através de estresse e infeccdo de S. agalactiae. Aos 15 dias, foi coletado
o figado para analises. Aos 29 dias de experimento, 0s animais dos tratamentos 6 e 8 foram
desafiados igualmente os anteriores e, entdo, aos 30 dias de experimento, realizou-se a coleta
do figado dos peixes dos tratamentos 5, 6, 7 e 8. Os resultados mostraram respostas variaveis
nos parametros enzimaticos, dependendo do periodo de alimentagéo e da exposicdo a desafios.
O B-glucano também se mostrou variavel, pois em relagdo ao GPx, ndo mostrou a protecéo
esperada contra o0 aumento dos radicais livres, porém na SOD o B-glucano realizou o seu papel
como imunoestimulante, auxiliando na resposta imune. Ja na CAT, conclui-se que a diferenca

entre os tratamentos esta mais relacionada & adaptacdo dos animais ao ambiente.

Palavras-chave: Tilapia. Sistema Antioxidante. Estresse oxidativo. Enzimas. -glucano.



ABSTRACT

With the expansion of tilapia production in Brazil and around the world, there is a need to study
the entire functioning of the system so that it is increasingly productive. To this end, research
into the immune system of fish is of great importance, as it aims to treat possible diseases,
reduce mortality and, consequently, improve quality and production. The aim of this study was
to investigate the potential of B-glucan, since it is considered an immunomodulator, helping in
the defense mechanism, on indicators of the antioxidant system, including the hepatic activity
of the enzymes catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD)
in liver samples of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) subjected to handling stress. A total of
408 tilapia were divided into 8 treatments (1: Control 15 days; 2: Control 15 days challenged,;
3: B-glucan 15 days; 4: B-glucan 15 days challenged; 5: Control 30 days; 6: Control 30 days
challenged; 7: B-glucan 30 days; 8: B-glucan 30 days challenged). At 14 days, treatments 2 and
4 were challenged with stress and S. agalactiae infection. At 15 days, the liver was collected
for analysis. At 29 days, the animals in treatments 6 and 8 were challenged in the same way as
the previous treatments and then, at 30 days, the livers of the fish in treatments 5, 6, 7 and 8
were collected. The results showed variable responses in the enzymatic parameters, depending
on the feeding period and exposure to challenges. The B-glucan also proved to be variable, since
in relation to GPx, it didn't show the expected protection against the increase in free radicals,
but in SOD the B-glucan played its role as an immunostimulant, helping with the immune
response. As for CAT, it can be concluded that the difference between the treatments is more
related to the animals' adaptation to the environment.

Keywords: Tilapia. Antioxidant system. Oxidative stress. Enzymes. -glucan.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, entre os anos de 2013 e 2020, houve um aumento de producéo de tilapia de
103%, tornando-se a principal espécie de peixe cultivada no pais, e isso deve-se ao
melhoramento genético, producdo de ragcdo e aditivos, equipamentos, producdo e
processamento (ROCHA, H. S. et al., 2024). Hoje, o Brasil é o quarto maior produtor mundial
de tilapia, o qual atingiu, em 2023, 579.020 toneladas apenas dessa espécie e 887.029 toneladas
de peixes de cultivo no geral, com uma receita de cerca de R$9 bilhdes, gerando,
aproximadamente, 3 milhdes de empregos diretos e indiretos (PEIXE BR, 2024), mostrando
seu continuo crescimento e importancia na questdo socioecondémica do pais.

Atualmente, o consumo do brasileiro de tilapia é de 2,84 quilos por ano, tendo o estado
do Parana liderando a produ¢do com 209,5 mil toneladas, seguido de Sao Paulo, com 75,7 mil
toneladas, Minas Gerais com 58,2 mil toneladas, Santa Catarina com 44,6 mil toneladas e Mato
Grosso do Sul e Pernambuco com 32 mil toneladas (PEIXE BR, 2024).

A tilapicultura é responsavel por 62% da producéo piscicola brasileira (ROCHA, H. S.
et al., 2024), consequentemente, a expansdo da aquicultura no Brasil coloca-se num lugar de
importante estudo para compreensdo de todos 0s processos que envolvem essa area, desde a
criacdo até seu produto final, baseando-se nos processos fisioldgicos do animal, como o sistema
imune, a fim de elevar a producao deste.

O sistema imunoldgico é um conjunto de mecanismos de defesa que tem como objetivo
preservar a homeostase e proteger os animais contra agentes patogénicos prejudiciais. Nos
peixes, esse sistema pode ser afetado quando s@o submetidos a intensificacdo da producéo,
causando estresse, seja pela alta densidade de animais, manejos excessivos, variacfes de
temperatura, entre outros fatores que possam contribuir para desafio imunoldgico, prejudicando
a piscicultura; ou seja, é crucial cuidar da saide do animal, com objetivo de assegurar seu
funcionamento fisioldgico e, consequentemente, a producdo (CAMPOS, C. M. et al., 2023). A
fim de melhorar a resisténcia do animal, a utilizacdo de imunoestimulantes na piscicultura tem
grande importancia nos manejos, podendo ser substancias sintéticas, quimicas ou bioldgicas, as
quais induzem ou aumentam qualquer componente do sistema imune, atuando nos mecanismos
de defesa, contra doengas, como virus, fungos, bactérias e parasitas, podendo servir como
tratamento preventivo (PAULA, F. G. et al., 2020).

O sistema imune e o antioxidante estdo intimamente interligados, uma vez que a

atividade antioxidante aumenta a resposta imune, inibindo a acdo de radicais livres e
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aumentando a resisténcia as doengas (CAMPQOS, C. M. et al., 2023). Sendo esse ultimo sistema
composto por antioxidantes, os quais sdo responsaveis por neutralizar o estresse oxidativo
causado por um desequilibrio de espécies reativas de oxigénio (ERO), podendo ser enzimaticos
ou ndo enzimaticos (MARTINEZ, W. Z. et al., 2021), para eliminac3o dessas substancias; Os
enzimaticos sdo o superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase e
0s ndo enzimaticos é a glutationa na forma reduzida ou oxidada (QUEIROZ, J. P. M. et al.,
2022).

Dessa forma, nesse trabalho, avaliamos os antioxidantes enzimaticos em amostras de

figados em tilapias-do-Nilo submetidas ao estresse de manejo.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Explicitar se o imunoestimulante $-glucano provoca efeito sob o sistema antioxidante

quando o0s animais sdo submetidos ao estresse de manejo.

2.2. Objetivo Especifico

Este estudo teve como objetivo investigar o potencial do B-glucano sobre os indicadores
do sistema antioxidante, incluindo a atividade hepética das enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), em amostras de figado em tilapias-do-
Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas ao estresse de manejo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Espécie Estudada: Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilépia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie de peixe onivora, bastante
versatil. E natural do continente africano, Israel e Jordania, encontrada nas bacias dos rios Nilo,
Niger, Tchade e lagos do Centro-Oeste africano, apresentando muitas caracteristicas favoraveis
a piscicultura como a rusticidade, resisténcia a diferentes sistemas de manejo, a doenca, a alta
densidade e é de rapido crescimento (VICENTE, I. S. T. et al., 2019). Essa espécie tambem se
adapta bem sob baixos niveis de oxigénio dissolvido, altas concentra¢fes de aménia, quando
comparada as espécies nativas, tolerando um amplo limite de temperatura e podendo ser
aclimatada a altas concentrac6es de salinidade. (Revista JRG, 2023).

A tilapicultura foi introduzida na década de 1970 e foi na década de 1990 que a producéo
nacional avangou significativamente e posicionou o Brasil entre 0s maiores produtores de
tilapia do mundo, fazendo com que aumentasse o consumo dessa carne em relagdo ao mercado
interno e, por outro lado, aproveitou-se a insercdo no comércio internacional (SCHULTER &
VIEIRA FILHO, 2018).

Essa cultura €, atualmente, de crescente importdncia na aquicultura tropical e
subtropical, sendo o segundo peixe mais cultivado em todo o mundo, com sua produgéo
quadriplicando na ultima década, devido a sua aptiddo, sua comercializacdo e seus precos de
mercado estaveis. (PRABU et al., 2019). Do ponto de vista nutricional, a tilapia se destaca pelo
alto teor de proteina, apresentando certas caracteristicas quimicas importantes na dieta de
qualquer pessoa. (ESTRADA et al., 2021). Segundo Carolina Antonio Estrada et al. (2021),
alguns dos motivos de comprarem a carne de tilapia é por conta da facilidade de preparacéo,
sabor, rapidez, praticidade e o preco mais baixo. Devido as condi¢fes de boa adaptacdo a
diferentes ambientes, a producdo brasileira vem se especializando na criacdo e na exploracao
da tilapia, transformando-a na principal espécie aquicola (SCHULTER & VIEIRA FILHO,
2018).
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Figura 1 - Exemplar de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Fonte: Arquivo pessoal.

Com o crescente desenvolvimento da aquicultura, o aumento de doencgas nos sistemas
de produgéo, principalmente os mais intensivos, fez com que os estudos sobre a imunologia dos
peixes comecassem a ser priorizados, por conta da necessidade de combater agentes patégenos
e doencas no ambiente de cultivo. (SOUZA, et al., 2021).

3.2 Sistema Imune

O sistema imune é um conjunto de células, tecidos e moléculas, tendo como sua
principal funcéo fisioldgica de prevenir e eliminar tudo o que € prejudicial ao organismo, como
infeccOes e patogenos (FERREIRA, J. S., 2018), entretanto, mesmo substéncias estranhas ndo
infecciosas e produtos de células danificadas podem elicitar respostas imunes (ABBAS et al.,
2019).

Para que esse sistema proteja o individuo com mais eficacia, realiza-se quatro tarefas
principais: o reconhecimento imune, ativacdo das funcdes efetoras, regulacdo imune e, por fim,
producdo da memoria imunoldgica; A primeira, é quando a presenca de uma infeccdo é
detectada; A segunda funcdo é para conter essa infeccao e, se possivel, elimina-la por completo;

A terceira esta relacionada com a capacidade que o sistema imune tem para autorregulagdo; Por
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fim, a quarta, é para proteger o individuo contra a recorréncia de uma doenca devida a um
mesmo patdgeno, ou seja, o individuo terd imunidade protetora contra um agente infeccioso,
do qual ja teve contato (MURPHY, K., 2014).

As barreiras capazes de proteger os animais de microrganismos invasores € a imunidade
inata e a adaptativa (QUEIROGA, M. A. 2020). Segundo Abul K. Abbas (2021), a imunidade
inata existe em organismos saudaveis, impedindo a entrada de microrganismos e eliminando
rapidamente aqueles que conseguem invadir os tecidos, tendo a primeira linha de defesa
fornecida pela barreira epitelial da pele e dos tecidos mucosos e pelas proteinas celulares e
naturais presentes nas células epiteliais, as quais atuam impedindo a entrada de microrganismos
e, além de fornecer essa protecdo inicial contra infecgdes, a resposta imune inata é necessaria
para iniciar respostas imunes adaptativas contra agentes infecciosos.

Ja a imunidade adaptativa, ela age mais lentamente em um contato com antigeno inicial,
porém ela desenvolverd uma memoria imunoldgica, com uma rapida e vigorosa resposta em
um proximo contato (JUNIOR et al., 2010).

Para um efeito de melhora tanto na imunidade inata, quanto na adaptativa, o f-glucano
gue é um imunomodelador, servindo para modular a resposta imunoldgica, prepara melhor os
animais frente aos desafios sanitéarios, fazendo com que reduza a mortalidade por infeccoes

patogénicas, melhorando a resisténcia do animal, entre outros (GIMENES, et al., 2020).

3.3 p-glucano

O B-glucano é um polissacarideo estrutural, fazendo parte dos constituintes estruturais
da parede celular de leveduras, fungos filamentosos e comestiveis e alguns cereais, porém ele
pode ser sintetizado por microrganismos e secretado para 0 meio extracelular, sendo
denominado exopolissacarideo; pode ser utilizado na industria alimenticia, farmacéutica,
quimica e na medicina veterinaria, possuindo propriedade de acdo prebiética e de atividade
imunomoduladora (SOUZA, H. M., 2021).

Os B-glucanos sdo compostos por unidades de glicose ligadas entre si por varios tipos
diferentes de ligacGes beta-glicosidicas e podem ser divididos em dois subgrupos, sendo eles
0s cereais e ndo cereais; 0s primeiros tém ligacdes glicosidicas 1,3 e 1,4, incluem aveia, cevada,
trigo e arroz, variando seu conteudo devido sua fonte e possuem, principalmente, atividades
metabolicas; ja 0s ndo cereais, sdo encontrados em leveduras, fungos, bactérias e algas, com

ligacOes 1,3 e 1,6 e possuem func¢des imunomoduladoras (MURPHY, E. J., 2020).
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Esse efeito imunomodulador é por estar envolvido com a imunidade celular e humoral,
atuando contra infeccdes bacterianas, parasitaria e fngica, sendo bem conhecido em peixes e
sua administracdo oral apresenta vantagens na resposta imune do hospedeiro (LOPES, L. M.
F., 2018). O mais utilizado como imunoestimulante, principalmente na aquicultura, tem sido o
B-glucano proveniente da parede celular de leveduras (Saccharomyces cerevisae), por conta de
suas propriedades antihumoral, imunomodulatoria, antiviral, antimicrobiana e antiparasitaria
(MELLO, M. M. M., 2016).

Devido a esses efeitos benéficos a saude, tem sido utilizado como aditivo alimentar,
promovendo um aumento na resisténcia a patdégenos bacterianos em diversas espécies de
peixes; sendo atuantes como padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS), ou seja,
sdo padrdes de moléculas reconhecidas por receptores de reconhecimento de padrées (PRRS),
presentes na membrana das células imunoldgicas como macréfagos, neutrofilos, células
dendriticas e linfocitos (QUISPE, C. H. C., 2022).

O B-glucano tem efeitos na ativacdo do sistema imunolégico, bem como antimicrobiano,
antiviral, antitumoral e antioxidante (OZCAN & ERTAN, 2018). Esse ultimo possui a fungédo
de inibir danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres (BARBOSA, K. B. F. et al.,
2010).

3.4 Radicais Livres

Os radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons livres
néo pareados, ou seja, possui instabilidade, devido sua incompleta orbital externa e isso permite
que haja transferéncias de elétrons com moléculas vizinhas, participando de varios processos
fisiolégicos do ser vivo, sendo, normalmente, produzidos pelo metabolismo (PREVEDELLO e
COMACHIO, 2021).

Eles podem ser gerados no citoplasma, na membrana (VASCONCELOS et al., 2014),
e nas mitocondrias, onde se encontra a maior parte gerada, por conta da cadeia transportadora
de elétrons, oriundo da glicose e oxigénio durante a producdo de energia e, por conta de seus
elétrons desemparelhados, tornam-se moléculas instaveis, fazendo com que sejam altamente
reativos, sendo associados a algumas patologias (SORRETE, T. L. S., 2023).

O termo radical livre ndo € ideal para grupos de agentes reativos nocivos, uma vez que
alguns ndo possuem elétrons desemparelhados em sua Gltima camada e, portanto, os termos

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) sé&o
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considerados mais corretos, porque caracterizam melhor esses agentes quimicos
(PREVEDELLO e COMACHIO, 2021).

O oxigénio € o principal fornecedor de RL, tendo seus efeitos de prejuizos variando de
acordo com o organismo estudado, idade, estado fisioldgico e dieta, e sua continua producgéo
durantes os processos metabolicos levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa
antioxidante; e quando ha desequilibrio entre moléculas oxidante e antioxidante, o organismo
é submetido ao estresse oxidativo (VASCONCELOS et al., 2014), o qual sobrepde a protecédo

antioxidante do organismo, causando danos as células (MENDES et al., 2020).

3.5 Sistema Antioxidante em Peixes

O sistema antioxidante é importante para manter a homeostase do organismo e possui a
funcdo de inativar produtos resultantes de processos metabdlicos aerdbicos, 0s quais geram as
EROs (SILVA, J. C., 2024). Para o equilibrio do potencial danoso de RL e ERO, conta-se com
0 sistema antioxidante (VELLOSA et al., 2021).

Tendo os antioxidantes como substancias que atrasam ou evitam a oxidacéo, classifica-
se em sistema enzimatico e ndo enzimatico; o primeiro age de forma preventiva, inibindo ou
retardando a geracdo de ERO ou, entdo, impedindo a proximidade dessas com alvos celulares
e sdo enzimas encontradas abundantemente nos tecidos da mucosa do trato gastrointestinal,
branquias e pele; ja a segunda, repara as lesdes causadas pelas EROs (MELLO, M. M. M.,
2020).

Os antioxidantes séo responsaveis de impedir a quebra celular gerada pela formacéo de
radicais livres, formando compostos menos reativos, e as enzimas que 0 organismo possui S&o:
catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase (XAVIER, W. S., 2019). Essas enzimas
s8o capazes de remover 0s agentes antioxidantes antes que causem alguma lesdo (SANTOS et
al., 2018).

3.5.1 Catalase

A enzima catalase (CAT) é encontrada, principalmente, nos hepatocitos e eritrocitos
(MENDES et al., 2020), facilitando a remo¢do do H.O2, metabolizado em O, e agua
(BATALHAO, I. G. 2018).
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A deficiéncia dessa enzima pode causar o mal funcionando do organismo, sendo
associado a diversas doencas e tem um papel primordial na regulacdo do nivel celular de
peréxido de hidrogénio, o qual é de grande importancia para proteger as celulas do ataque
oxidativo (NANDI et al., 2019).

3.5.2 Glutationa Peroxidase

A enzima glutationa peroxidase (GPx) decompde os H2O2 em agua, e 0s peroxidos
lipidicos nos seus correspondentes alcoois, principalmente nas mitocdndrias e, por vezes, no
citosol, desempenhando um papel crucial na inibi¢cdo do processo de peroxidacao lipidica e,
consequentemente, protegendo as células do estresse oxidativo (IGHODARO e AKINLOYE,
2019).

3.5.3 Superoxido Dismutase

A enzima superdxido dismutase (SOD) catalisa a conversdo de superoxido em O e
H>O2 monitorando seu potencial citotoxico, desempenhando papel fundamental na inibicéo do
processo de formacéo de peroxinitrito e disfuncdes endotelial e mitocondrial (VELLOSA et al.,
2020).

Como primeira linha de defesa contra danos mediados por ROS, espera-se que
desempenhem um papel importante no tratamento de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo (ZHAO et al., 2021), como parasitos e bactérias oportunistas (CASETTA et al., 2023)
e doencas relacionadas ao estresse ambiental (térmico, osmdtico, radiacdo, entre outros)
(MARIANO et al., 2009).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalacao

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologicas,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, Campus de Dracena, no
biotério do Laboratério de Imunologia Animal (L1A). Foram utilizadas 24 caixas de polietileno
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com capacidade de 130 L de agua que estavam armazenadas no biotério tampadas com telas, a
fim de reduzir o estresse, como também evitando que haja saltos das tilapias de uma caixa para
outra, ou até mesmo, que caissem no chao, levando a obito. A cada semana, a matéria organica
depositada no fundo das caixas foi removida através de sifonamento com uma mangueira de
borracha.

O sistema de abastecimento era aberto, com renovagdo constante da dgua, e monitorado
regularmente; a temperatura era mantida a 26 + 1°C. Devido as disposi¢fes das caixas, foi
preciso cobrir as janelas e fazer a instalacdo de luminarias para que todas as caixas tivessem
acesso a 12 horas no periodo diurno e noturno.

A instalacdo possui um aerador elétrico acoplado as mangueiras de silicone com pedras
porosas para promover adequada concentracdo de oxigénio dissolvido a dgua das caixas de

polietileno.

4.2 Animais

Foram utilizadas 408 tilapias juvenis (Oreochromis niloticus), revertidas sexualmente,
provenientes de piscicultura da regido de Santa Fé do Sul — SP, com o peso inicial média de
80g. Os peixes foram distribuidos em 24 caixas, contendo 17 peixes em cada caixa e
alimentados durante 3 semanas com dieta comercial para o periodo de aclimatacdo, somente
apos esse periodo houve o inicio do experimento.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, no dia 25/11/2020, registrada com o n°: 07/2020.R2 - CEUA.

4.3 Dieta

No presente experimento, foram confeccionadas duas dietas: uma dieta controle (livre
de B-glucano) e uma dieta experimental (0,1% de B-glucano) preparadas no Instituto de Pesca
de Séo José do Rio Preto — SP e foram formuladas de acordo com as exigéncias da espécie, pela
Tabela Brasileira para a Nutrigdo de Til&pias de Furuya, 2010.

As dietas foram feitas com alimentos pesados, pre-misturados e moidos em triturador
tipo martelo com peneira de 0,8 mm, e incluidos os suplementos minerais. Em seguida,
incorporada na dieta experimental, o suplemento de 0,1% de B-glucano. A mistura foi

umedecida com agua a 50°C e submetida ao processo de extrusdao com matrizes de 2,5 mm e,
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posteriormente, seca em estufa de ventilacdo forcada por 12 horas a 55°C, resultando em um
produto com cerca de 10% de umidade.
As dietas foram armazenadas em potes plasticos etiquetados de acordo com a caixa e 0

tratamento; e conservados em geladeira durante todo o experimento.

Tabela 1 - Formulagdo da ragdo da dieta controle e com B-glucano

Racido Basal
Matérias Primas (%) (%)
Controle Teste B-Glucano

Farelo de Soja 34,218 34,218
Farinha de Visceras 18,000 18,000
Milho 17,511 17,511
Farelo de Trigo 9000 9.000
Quirera de Arroz 8,000 8,000
Farinha de Carne e Oszos 6.686 6.686
Protenose 3,446 3,446
Fosfato Bicilcico 0,755 0,755
Oleo de Soja 1,000 1,000
Premix* 0,500 0,500
Antifingico 0.200 0,200
Sal 0,300 0,300
DL -Metionina 0,168 0,168
Antioxidante 0,050 0,050
Caleario 0.167
Betaglucano 0,167
Total 100.000 100.000

Fonte: Elaborado pela Autora.

4.4 Delineamento Experimental

A fim de testar o protocolo atual de imunomodulacdo preconizado para tilapia, e
verificar se o B-glucano pode apresentar potencial imunossupressor e sua capacidade de
amenizar os efeitos do estresse oxidativo apos episodios estressantes de manejo, 408 tilapias
foram distribuidas em 24 caixas de polietileno de 130 L, com 17 peixes cada, e divididas em 8
tratamentos, com 3 repeti¢des cada.
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- Tratamento 1 (C15): Tilapias receberam dieta controle (livre de B-glucano) por 15
dias e foram amostradas apds 15 dias de experimento;

- Tratamento 2 (C15D): Tilapias receberam dieta controle (livre de f-glucano) por 15
dias, foram desafiadas aos 14 dias, e amostradas apds 15 dias de experimento;

- Tratamento 3 ($15): Tilapias receberam dieta experimentais (1g/kg de p-glucano) por
15 dias e foram amostradas apds 15 dias de experimento;

- Tratamento 4 (f15D): Tilapias receberam dieta experimentais (1g/kg de B-glucano)
por 15 dias, foram desafiadas aos 14 dias, e amostradas apds 15 dias de experimento.

- Tratamento 5 (C30): Tilapias receberam dieta controle (livre de B-glucano) por 30
dias e foram amostradas apds 30 dias de experimento.

- Tratamento 6 (C30D): Tilapias receberam dieta controle (livre de f-glucano) por 30
dias e foram desafiadas aos 29 dias, e amostradas ap6s 30 dias de experimento.

- Tratamento 7 (B30): Tilapias receberam dieta experimental (1g/kg de B-glucano) por
30 dias e foram amostradas apds 30 dias de experimento.

- Tratamento 8 (B30D): Tilapias receberam dieta experimental (1g/kg de B-glucano)

por 30 dias e foram desafiados aos 29 dias, e amostradas apds 30 dias de experimento.

Aos 14 dias, os grupos 02 e 04 foram desafiados com manejos estressantes (estresse e
infeccdo com 1,0 x 10® UFC de S. agalactiae/peixe inativada). Apo6s 24h, aos 15 dias de
experimento, peixes dos tratamentos 01, 02, 03 e 04 foram amostrados, anestesiados em solucéo
de 6leo de cravo (1 g.10 L de agua), foi coletado o figado para avaliacdo das respostas
enzimatica antioxidante no figado (CAT, GPx e SOD).

Em seguida, individualmente pesados em balanca digital semi-analitica com preciséo
de 0,01 g, e medidos em ictidmetro. Aos 29 dias de experimento, peixes dos tratamentos 06 e
08 foram desafiados com manejos estressantes, sendo 04 peixes de cada caixa (n=12), e apds
24h, aos 30 dias de experimento, peixes dos tratamentos 05, 06, 07 e 08 foram amostrados, e

passaram pela coleta de figado para avaliacdo das analises citadas.

4.5 Desafio de estresse e infeccao experimental S. agalactiae inativada (bacterina)

Na fase final do experimento os animais foram submetidos a um desafio de estresse, que
simula alguns manejos comuns no cultivo de tilapias. Onde passaram por 12 horas de

adensamento, e ao decorrer deste periodo, sofreram perseguicao durante 10 minutos e exposi¢do
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aérea por 3 minutos manejos estes realizados no periodo da manha e repetidos a tarde, logo em
seguida passaram pela infeccdo experimental.

Em relacdo a infeccdo experimental, foi desenvolvido um protocolo de desafio
microbiologico com S. agalactiae pelo Laboratério de Imunologia Animal (LIA) - UNESP
Dracena, SP.

As bactérias foram adquiridas do Laboratorio de Microbiologia e Parasitologia de
Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP (LAPOA - CAUNESP), cujas
cepas foram isoladas e identificadas em peixes a partir de sinais clinicos do animal doente. O
peixe moribundo passou por assepsia com alcool 70% para coletar os 6rgaos.

Os tecidos foram incubados por 24 - 48h a 28°C e semeados em placas de cultura
contendo agar BHI apropriado para isolar a bactéria e caracterizado morfologicamente com
coloracdo gram. Foi realizada analise molecular para identificacdo da espécie e o teste de
sensibilidade microbiana para achar a concentracdo minima inibitoria e minima bactericida.

Na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (FCAT), campus de Dracena - SP,
o0 crescimento das bactérias foi realizado em garrafas com meio de cultivo BHI. A bactéria foi
inoculada 3 vezes com alca de semeamento e deixadas em estufa a 28°C entre 24 e 48h; Em
seguida, foi medida a densidade 6tica do meio de cultivo a 625nm. Aliquotas desse meio de
cultivo foram conservadas por congelamento, nas quais foram adicionados 1:1 500uL de
glicerol estéril e 500uL de meio de cultivo com bactérias em alta DO ¢ foram congelados a -
20°C por 30 minutos antes de armazenar a -80°C. Essas cepas estdo na FCAT e poderdo ser
utilizadas em futuros estudos.

Para a realizacdo do desafio, utilizou-se as bactérias que cresceram em meio de cultivo
BHI, em densidade Optica alta, em torno de 2 (Leitura em 625nm) que passaram por inativacao.
A inativacdo das bactérias foi feita por aquecimento em garrafa em banho maria & 50°C por 30
min e em seguida, lavadas com PBS 1x e ajustada a OD para 0,37, que representa a DL50 em
uma concentragdo de 1,3 x 108 UFC/mL™!, determinado previamente por estudo realizados pelo
LAPOA. Entretanto, para verificagdo da concentracgéo utilizada, foi realizado plaqueamento do
meio de cultivo para contagem das UFC’s utilizadas. Para isso, 0 meio de cultivo utilizado

passou por diluicdo seriada e foi semeado em placa com meio s6lido PCA (Figura 02).
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Figura 2 - Diluigdes do meio de cultura de bactérias para a contagem de células
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Fonte: Elaborado pela autora.

Apbs a diluicdo, foram semeadas as diluicdes entre 10°a 10 por triplicata. No fundo
da placa foi colocado 1 mL da diluicdo, adicionado o meio PCA (por cima das bactérias) e
misturados por agitagdo em vérias dire¢des. Por fim, foi deixado o meio solidificar, fechando
as placas, que foram colocadas em estufa para incubagdo a 28°C para que fosse possivel contar
as bactérias.

Por ultimo, foi feita a inje¢do intraperitoneal individualmente de 100uL por 10g de peso
vivo de suspensao de S. agalactiae inativada (aquecimento a 50°C por 30 min) na concentragdo
de 1,3 x 108 UFC/mL" na cavidade pélvica dos peixes dos tratamentos 02 e 04 aos 14 dias de
confinamento, e tratamentos 06 e 08 aos 29 dias de confinamento. Diversos estudos apresentam
desafios com a bactéria atenuada ou viva, mas apresentam alta mortalidade. Neste caso, foi
realizado com a bactéria inativada para avaliar se houve a potencializacdo da resposta

imunoldgica dos peixes através de uma terceira coleta.
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4.6 Descricdo das Andlises

4.6.1 Analise de defesa antioxidante enzimatica

As amostras de figado foram inicialmente descongeladas para confeccdo de um
homogenato na proporcao de 1g de tecido para 4 mL de tampé&o de homogeneizacao (Tris HCL
100mM, EDTA 0,1mM e triton X-100 a 0,1%, pH 7,8). O homogenato foi preparado em um
homogeneizador tipo Potter (Modelo NT 136 - Novatecnica®) a 600 rpm por aproximadamente
3 minutos cada amostra. Ap6s a homegeneizacdo, as amostras foram transferidas para
microtubos de 2 mL e centrifugados a 5000 rpm, por 30 minutos em centrifuga refrigerada
(4°C) Allegra X-30R Centrifuge — Beckman Coulter®. Apds centrifugacdo, os sobrenadantes
foram separados em aliquotas para analise da atividade das enzimas do estresse oxidativo. No
mesmo dia de preparo dos homogenatos, foi quantificada a concentracdo de proteina de cada
amostra pelo método de Biureto em espectrofotdbmetro a 540nm.

4.6.1.1 Catalase (CAT)

A atividade hepética da catalase (CAT) foi determinada medindo a diminuicdo da
concentracdo de perdxido de hidrogénio pela absorbancia a 240nm de acordo com Aebi (1984).
O coquetel de reagdo consistiu em H20: 10,6 mM prepado no momento da utilizagdo. Foram
utilizados 10 pL de amostra e 190 pL de H2O: para realizagao da leitura da atividade enzimatica.
Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
transformar um substrato por minuto sob as condi¢des analiticas descritas. A atividade da CAT
foi determinada pela absorbancia de 240 nm, a 26°C, em leitor de microplacas tipo ELISA

(Thermo Scientific™ Multiskan GO Microplate Spectrophotometer).

4.6.1.2 Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade hepatica da SOD foi medida pelo método do ferricitocromo C usando
xantina / xantina oxidase como fonte de radicais superoxido. O coquetel de reacdo consistiu em
tampdo de fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,8), EDTA a 0,1 mM, xantina a 0,1 mM, citocromo
C a 0,013 mM e xantina oxidase a 0,024 Ul mL™'. Foram utilizados 180 pL de coquetel de
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reacdo, 10 pL de amostra e 10 pL de xantina oxidase para a realizacdo da leitura da atividade
enzimética. A atividade foi expressa em unidades de SOD por miligrama de proteina. Uma
unidade de atividade foi definida como a quiantidade de enzima necessaria para produzir uma
inibicio de 50% da taxa de reducéo do ferricitocromo C (PEREZ-JIMENEZ et al., 2009). A
atividade da SOD foi determinada pela absorbéacia de 550nm, a 25°C, em leitor de microplacas
tipo ELISA (Thermo Scientific™ Multiskan GO Microplate Spectrophotometer).

4.6.1.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade hepaética da GPx foi medida seguindo o método de Pérez-Jiménez et al.
(2009). A glutationa na forma oxidada (GSSG) gerada pela GPx foi reduzida pela glutationa
redutase (GR) e a oxidacdo de NADPH foi monitorada pela absorbancia a 340nm. O coquetel
de reacdo consistiu em tampéo fosfato de potéssio 50 mM (pH 7,1), 3,6 mM de glutationa
reduzida (GSH), 3,6 mM de azida sodica, 1 UI/mL de glutationa redutase, 0,2 mM de NADPH
e 1,2 mM de H20.. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para transformar um substrato pmol por minuto, nas condi¢es analiticas descritas.
A atividade da GPx foi determinada pela absorbancia de 340 nm, a 25°C, em leitor de

microplacas tipo ELISA (Thermo Scientific™ Multiskan GO Microplate Spectrophotometer).

4.7 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e o0s
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de Kruskal-Wallis, com nivel de
significancia de 5%. As médias foram comparadas pelo Teste de Duncan (5%), através do

programa estatistico SAS, versdo 9.4 M7.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Resultado - defesa antioxidante enzimatica

5.1.1. Catalase (CAT)

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para atividade da catalase (CAT).
Nos tratamentos controle aos 30 dias (C30) e B-glucano por 30 dias ($30), a concentracdo da
CAT foi menor quando comparado ao tratamento controle aos 15 dias (C15) e ao controle

desafiado aos 15 dias (CD15). Néo diferindo dos demais tratamentos. Como mostra a figura 3.

Figura 3 - Atividade da catalase (CAT) em figado de tilapias com B-glucano associado ao
estresse de manejo
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5.1.2. Glutationa peroxidase (GPx)

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para atividade da glutationa

peroxidase (GPx). Nos tratamentos controle 30 dias (C30) ¢ B-glucano aos 30 dias (B30), a
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concentracdo de GPx foi menor quando comparado ao tratamento controle 15 dias (C15) e -

glucano aos 15 dias (B15). Como mostra a figura 4.

Figura 4 - Atividade da glutationa peroxidase (GPx) em figado de tilapias alimentadas com [3-
glucano associado ao estresse de manejo
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5.1.3. Superoxido dismutase (SOD)

Houve diferenca significativa interacdo dieta X tempo na atividade do superdxido
dismutase (SOD). Nos tratamentos controle aos 15 dias (C15), controle aos 30 dias (C30), B-
glucano aos 30 dias (B30) e o B-glucano desafiado aos 30 dias (BD30), a concentracdo da SOD
foi maior em comparacédo ao tratamento controle desafio aos 15 dias (CD15), sem diferenca

para os demais tratamentos. Como mostra a figura 5.
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Figura 5 - Atividade da superdxido oxidase (SOD) em figado de tilapias alimentadas com [3-
glucano associado ao estresse de manejo
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5.2. Discussédo - defesa antioxidante enzimatica

Organismos aerdbios enfrentam a constante necessidade de lidar com espécies reativas
de oxigénio (ROS), moléculas quimicamente reativas que contém oxigénio e sdo subprodutos
naturais do metabolismo celular. Embora as ROS desempenhem papéis cruciais na sinalizacdo
celular e na homeostase, sua producdo excessiva em situacdes de estresse ambiental ou de
manejos podem levar ao estresse oxidativo. Esse estado ocorre quando o acumulo de ROS
supera a capacidade antioxidante do organismo, resultando em danos a lipidios, proteinas e ao
DNA. Um dos mecanismos mais prevalentes de lesdo celular é a peroxidacéo lipidica, o que
compromete a integridade celular. Para contrabalancar esses efeitos, 0s organismos possuem
sistemas antioxidantes, como as enzimas superoxido dismutase, catalase e peroxidases, que
regulam a producdo de ROS (VINAGRE et al., 2012).

Nos altimos anos, os aditivos alimentares tém se destacado como uma abordagem
promissora para mitigar os efeitos adversos dos praguicidas e melhorar a saude dos peixes.
Esses apresentam propriedades antioxidantes, reduzindo o estresse oxidativo ao neutralizar
radicais livres. Além disso, possuem efeitos anti-inflamatérios, que ajudam a minimizar

inflamacGes causadas por praguicidas, fortalecendo o sistema imunologico dos peixes. Dentre
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eles, o B-glucano tem mostrado resultados significativos na aquicultura, especialmente em
tilpias, que sdo amplamente cultivadas devido ao seu rapido crescimento e popularidade.
Estudos indicam que o B-glucano melhora a taxa de crescimento, o estado antioxidante e a
imunidade, além de aumentar a resisténcia contra patégenos como Aeromonas hydrophila e
Streptococcus agalactiae. Dessa forma, a pesquisa continua sobre o uso de aditivos como o f3-
glucano como alternativas aos antibidticos representa uma estratégia sustentavel para enfrentar
desafios sanitarios e ambientais na aquicultura (DOU et al., 2023; TAHIR et al., 2024). O
presente estudo avaliou o efeito da administragdo do B-glucano em tilapia expostas a estresse

de manejo. Foram avaliadas variaveis de defesa antioxidante enzimatica.

5.2.1. Catalase (CAT)

A catalase (CAT) é uma enzima que tem como objetivo proteger a célula de espécies
reativas de oxigénio, subproduto de algumas reacdes metabdlicas e responsaveis pelo estresse
oxidativo (BELO & SOUZA, 2016). Ela transforma a 4gua oxigenada (H20>), o qual é toxica
para os seres vivos, em agua (H20z) e oxigénio (O>), produtos ndo nocivos (GONCALVEZ, T.
M., 2022). Sendo fundamental para a homeostase do organismo do animal, uma vez que previne
0 acumulo de H20-, que leva a formacdo de radicais livres altamente reativos, causando danos
as moléculas celulares (GONCALVES & YAMAGUCH]I, 2023).

Os animais alimentados com a racéo controle por 30 dias (C30) e B-glucano por 30 dias
(B30) apresentaram redu¢do na concentracdo da catalase (CAT) em relagdo aos animais que
foram alimentados com racdo controle por 15 dias (C15) independente do desafio.
Demonstrando que, 0s animais que permaneceram no sistema por 30 dias apresentaram
diminuig&o significativa da produgédo dessa enzima, tanto a dieta controle (C), quanto a dieta f3-
glucano (B).

Na situacdo C15, podemos analisar que a concentracdo da CAT esté elevada, e, segundo
Antbnio JD Cogo et al. (2024), a atividade da catalase se apresenta elevada quando o organismo
se encontra em estresse oxidativo. Logo, esse aumento da concentragdo pode ser justificado
com a possibilidade dos animais ndo estarem bem adaptado ao sistema, apesar de ter sido
realizada uma ambientacdo desse animal por um tempo, ele ainda estava com metabolismo
acelerado, em estresse oxidativo, diferente do C30, onde essa concentracdo abaixou, deixando

claro que ja estavam adaptados ao ambiente, ndo produzindo tanto radicais livres.
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A auséncia de diferenca entre os tratamentos CD30 e D30 demonstram que o desafio
realizado néo foi o suficiente para alterar o metabolismo animal, sem aumentos significativos
de radicais livres e, consequentemente, sem aumento da concentracdo de CAT, em relacdo a
C30 e B30. Entretanto, outras pesquisas observaram aumento da CAT associado a
administragdo de f-glucano (DAWOOD et al., 2020a, DAWOOD et al., 2020b; DOU et al.,
2023; Lu et al., 2019). Vale ressaltar que pode haver variagdo sazonal na atividade da catalase,
como observado por Kopecka e Pempkowiak (2008), e por isso é fundamental que sejam feitas
pesquisas adicionais para entender como 0s manejos estressantes e desafios microbiologicos

influenciam os niveis de biomarcadores antioxidantes.

5.2.2. Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima presente no sistema antioxidante,
responsavel pela eliminacdo do peroxido de hidrogénio (H202) (BORTOLATTO et al., 2020).
Ela age, especificamente, no controle dessa substancia, pela quebra deste radical livre na cadeia
transportadora, portanto, o aumento da GPx pode significar uma adaptacéao ao estresse oxidativo
gerado pela exposicdo no figado, na tentativa de desintoxicar o organismo, uma vez que essa
enzima atua diretamente no sistema de defesa. (OLIVEIRA et al., 2024).

Os animais alimentados com a rag@o controle por 30 dias (C30) e a com B-glucano por
30 dias (B30) apresentaram uma reducdo na concentracdo da glutationa peroxidase (GPx) em
relacdo aos animais que foram desafiados aos 15 dias, independente do tratamento.

Podemos analisar que, como o esperado, todas os tratamentos desafiados tiveram uma
maior concentragdo da GPx, mesmo ndo sendo uma diferenga significativa.

Ao contrario da hipotese inicial, a qual era baseado em que o B-glucano poderia
melhorar a homeostase dos animais e quando enfrentasse desafios, ele produzisse menos
radicais livres, aos 15 e 30 dias, o desafio proposto, promoveu o0 aumento da glutationa
peroxidase (GPx), mostrando que o B-glucano ndo estd protegendo os animais contra as
respostas antioxidantes, ou entdo, contra o aumento dos radicais livres produzidos pelo estresse,
pois estd na mesma concentragdo de GPx da dieta controle desafiada. Isso pode ser explicado
segundo Magnani & Gomez (2008), uma vez que o B-glucano ira estimular o sistema imune do
animal, estimulando os macrofagos, ou seja, a funcdo de fagocitar, eliminar células ou

particulas estranhas ao organismo.
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Entretanto, outras pesquisas observaram aumento da GPx associado a administracdo de
B-glucano quando desafiados com microrganismos (DAWOOD et al., 2020a; DAWOOD et al.,
2020b; DOU et al., 2023; LU et al., 2019).

5.2.3. Superoxido dismutase (SOD)

A superoxido dismutase (SOD) € uma importante enzima, uma vez que atua na linha de
frente da defesa antioxidante do organismo, eliminando o superéxido (O2), obtido a partir do
peroxido de hidrogénio (H203), liberando o oxigénio molecular (O2). (SANCHES et al., 2024).

Com base no grafico apresentado, nota-se que os tratamentos de 15 dias, mesmo que
ndo houve diferenca significativa, quando desafiados, apresentaram valores de concentracao de
superdxido dismutase menor. Em relagdo ao B-glucano, pode-se dizer que esta estimulando a
producdo de radicais livres, principalmente no sistema de defesa, por isso 0 aumento da
concentracdo de SOD. Ou seja, esta realizando sua funcdo de imunoestimulante, aumentando
resposta de defesa e, consequentemente, aumentando os radicais livres.

Segundo Zaine et al. (2014), o B-glucano age por conta do estimulo do sistema imune,
como um imunomodulador, desencadeando agdes para proteger o organismo. Outras pesquisas
observaram aumento da SOD associado a administragdo de 3-glucano (DAWOOD et al., 2020a,
DAWOOD et al., 2020b; DOU et al., 2023; Lu et al., 2019). Entretanto, além da dosagem, a
duracdo do fornecimento e 0 modo de administracdo, entre outros fatores, podem influenciar a
eficacia do B-glucano. Por isso, sdo necessarios estudos adicionais para identificar os fatores
determinantes e 0os mecanismos envolvidos na acdo do imunoestimulante sobre o sistema
antioxidante de tilapias (DALMO & BAGWALD, 2008).

As células possuem mecanismos antioxidantes que incluem as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), fundamentais para combater
0 estresse oxidativo e manter o equilibrio dos radicais livres. O malondialdeido (MDA), produto
final da peroxidacéo lipidica, & amplamente utilizado como indicador de danos oxidativos,
juntamente com indices como SOD, CAT, GSH-Px e capacidade antioxidante total (T-AQC).
Estudos demonstraram que a suplementagdo com [3-1,3-glucano, especialmente em
concentragdes de 0,1% a 0,15%, aumenta a atividade da SOD e reduz significativamente 0s
niveis de MDA em organismos aquaticos, como a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) e
camardes, incluindo Macrobrachium rosenbergii. Além disso, o B-1,3-glucano mostrou-se

mais eficaz do que outros compostos, como o curdlano, na melhora da capacidade antioxidante
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dos tecidos, protegendo contra danos oxidativos por meio da eliminacdo de radicais livres e
inibicdo da peroxidacéo lipidica. Assim, sua aplicagdo em dietas de organismos aquéaticos
representa uma estratégia promissora para melhorar a saude e o desempenho produtivo em
condicdes de estresse ambiental (DAWOOD et al., 2020; HAN et al., 2021; TIAN et al., 2023).
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que as enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
superéxido dismutase (SOD) desempenham papéis fundamentais na manutencdo da
homeostase e na resposta ao estresse oxidativo em peixes. A anélise das diferentes dietas,
incluindo a suplementagdo com [-glucano, revelou respostas varidveis nos parametros
enzimaticos, dependendo do periodo de alimentacdo e da exposicdo a desafios. O B-glucano,
reconhecido por sua capacidade imunoestimulante, ndo mostrou a protecdo esperada contra o
aumento de radicais livres em situagcbes de estresse, evidenciado pela similaridade na
concentracdo de GPx em relacdo a dieta controle desafiada. No caso da CAT, os animais em
tratamentos de 30 dias exibiram menor producdo enzimatica, sugerindo adaptacdo ao ambiente,
enquanto o aumento da SOD nos tratamentos com B-glucano confirmou sua atuagdo como
imunoestimulante, intensificando a resposta de defesa antioxidante. Assim, os resultados
destacam a complexidade das respostas antioxidantes e a necessidade de estudos adicionais para

compreender a eficacia ¢ o papel modulador do B-glucano em sistemas de producéo animal.
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