UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CAMPUS DE BOTUCATU

Meta-analise: B-glucanos no desempenho produtivo e salde de tilapias (Oreochromis

spp)

Paulo Incane Ito

Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pés-graduacgéo
em Zootecnia como parte
dos requisitos para obtencéo
do titulo de Mestre em
Zootecnia

BOTUCATU —SP

DEZEMBRO — 2022



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CAMPUS DE BOTUCATU

Meta-analise: B-glucanos no desempenho produtivo e salde de tilapias (Oreochromis

spp.)

PAULO INCANE ITO

ORIENTADORA: Prof®. Dra. Margarida Maria Barros
COORIENTADOR: Dr Pedro Luiz Pucci Figueiredo de Carvalho

COORIENTADOR: Prof°. Gustavo do Valle Polycarpo

Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pés-graduacgéo
em Zootecnia como parte
dos requisitos para obtencéo
do titulo de Mestre em
Zootecnia

BOTUCATU —SP

DEZEMBRO — 2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORARDA PELR SEQ?-;O TEC. RQUIS. TRATAMENTC DA INFCRM.
DIVISAC TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAC - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLICTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELE APARECIDA LOBO-CRB 8,/7500

Ito, Paulo Incane.

Meta-analise : p-glucanos no desempenho produtivo & saiide
de tilapias (Orecchromis spp) / Paulc Incane Ito. - Botucatu,
2022

Dissertac&o (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"JOlio de Mesguita Filho", Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia

Orientador: Margarida Maria Barros

Coorientador: Pedro Luiz Puccli Figueiredo de Carvalho

Coorientador: Gustavo do Valle Polycarpo

Capes: 50603043

1. Bditivos. 2. Tildpia-do-Nile. 3. Prebidticos.
4_ Beta-glucanas. 5. Msta-andlises.

Palavras—chave: Bditivos; Desafio bacterianc; Orecchromis;
Prebidticos.




BIOGRAFIA

Paulo Incane Ito, filho de Jodo Yuji Ito e Regina Sampaio Incane, nasceu no

municipio de S&o Paulo, no dia 29 de fevereiro de 1996.

Ingressou no curso de graduacdo em Medicina Veterinaria na Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu em margo de 2014,

concluindo-se em 01 de dezembro de 2019.

Em julho de 2020, ingressou no Programa de Pds-graduacdo em Zootecnia, Curso
de Mestrado, na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, concentrando seus estudos na area de Nutricdo e Saude de Peixes, realizando

uma meta-analise de B-glucanos no desempenho produtivo e saude de tilapias.



Na vida, ndo vale tanto o que temos nem tanto
importa o que somos. Vale o que realizamos com
aquilo que possuimos e, acima de tudo, importa o

que fazemos de nés.

Chico Xavier



Vi

Dedicatoria

Ao0s meus pais Jodo Yuji Ito e Regina Sampaio Incane,
por todo apoio durante toda minha formagéo e que me permitiram chegar até aqui!
A meu irmio Alexandre Incane Ito,

por ter sido meu melhor amigo desde 0 meu nascimento, e que me incentivou nos

momentos mais dificeis nessa etapa da vida.
A meu avd Akira Ito (in memorian),

por cultivar todo meu amor por peixes e que hoje resulta nesse trabalho! E que mesmo
ndo estando fisicamente entre nos, esteve sempre ao meu lado, seja em pensamento ou

em inspiracoes.



vii

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela dadiva da vida, que me abencoou com a familia que tenho

e com tantas oportunidades.

A minha familia, que me apoiou tanto durante os anos de p6s-graduacio, onde 0s
desafios foram dobrados devido a pandemia do Covid-19. Obrigado pela chance de

crescer e evoluir!

Ao meu irmdo, Alexandre Incane Ito, que me incentivou sendo exemplo como
pessoa e como profissional, provando sempre do que somos capazes. Obrigado pelas

tantas conversas e jogatinas, aguentando sempre minhas oscilagdes de humor!

A0 meu pequeno irmdo Jodo Emanuel, por toda risadinha, abraco apertado e

fofura. Vocé foi minha fonte de esperanca nesses dois anos longe de casa.

A minha orientadora, Profa. Dra. Margarida Maria Barros, por toda oportunidade
concedida desde a graduacdo até aqui e também por ser essa mulher inspiradora.

Obrigado por todos os puxdes de orelha!

Ao meu co-orientador, Prof. Dr. Gustavo do Valle Polycarpo, por toda paciéncia

e auxilio nesse projeto totalmente novo para a equipe AquaNutri.

Ao meu segundo co-orientador, Dr. Pedro Pucci Figueiredo de Carvalho, por toda
a ajuda no desenvolvimento dos projetos da pds-graduacdo, sendo sempre um exemplo

em nosso laboratorio.

Aos meus colegas e amigos do AquaNutri (Matheus Gardim, William Xavier,
Edgar Damasceno e Gabriel Alighieri), por todo o conhecimento, trabalho, risada e
lembrangas compartilhadas. Todo o resultado sé foi possivel alcancar gracas ao trabalho

em equipe!



viii

Aos lacos de amizades que Botucatu permitiu aprofundar nesse periodo (Roberto
Biffi, Enzo Takashi, Rebeca Mayara, Gabriela Vieira, Julia Franco e Jaine Scheffer),
por tantas noites rindo, chorando ou filosofando sobre tudo possivel. A alegria é muito
maior quando compartilhada e gracas a vocés meus dias aqui foram mais leves e

melhores!

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- UNESP, Botucatu e o
Programa de Poés-graduacdo em Zootecnia, por toda a estrutura que tornou minha

formacéo possivel.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico- CNPq

(Processo: 1300095/2021-4) pela concesséo da bolsa de estudos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacédo de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.



Sumario
RESUMO ...ttt ettt e e e enees 12
CONSIDERAGOES INICIAIS ...ttt 13
(021011 (1] (o 1 RSP PPUROPUPOPTI 14
1.1 O sistema imunOoIOQICO dOS PEIXES .....veerveeeiarieiieiieeriee e 15
1.2 Sistema antioXidante emM PEIXES........ceiueiieriiierie et s 21
2. PrEDIOTICOS ... e 23
3. BrGIUCANOS ... 26
4. O uso de B-glucanos na tilapiCultura ...........ccccecveeiie i 28
5. RETEIBINCIAS ... 29
(O 011111 (o 1 USSP 36
ABSTRACT .. 37
RESUMO ...ttt 38
I 01 0o 0 o (o USSR 39
2. Material @ MELOTOS .......oiueiiieiieii e 42
2.1 Busca de dados Na NIEratura...........cocveieeiieiieiieieseesee e 42
2.2 Sistematizacdo das iNfOrmMacBesS ........ccuveevveieiiiie e 42
2.3 ANALISE & dAA0S......c.eiiieiiieiiei e 44
3. RESUIAAOS ... 45
3.1 GANNO 0B PESO ...ttt 45

3.2 Sobrevivéncia pds desafio bacteriano...........ccceevvieeiiiec i 45



3.3 Pardmetros hematoldgicos antes e ap0s desafio...........ccvvvvvieiiiciiieiinnnns 46
4. DISCUSSEOD ..uvveeuteeiite et e ettt et ettt ekttt et e bt e et e et e e b e et e e e e n e e nnee s 47
5. AQradeCIMENTOS ... .viiuiieiiiieiie ettt ettt 57
6. RETEIENCIAS ... .cveieiie ettt 57
(0= 011 (1] (o 0 1 1 PRSP UOPUPUPTI 68
IMPIICAGOES ...t 69
FIGURAS

Capitulo 1
Figura 1. Conceito do sistema imune dos peixes, adaptado de Biller-Takahashi e
UrDINALE (2014)..... ettt ettt e e e enaeenen 21

Figura 2. Visdo geral dos beneficios de prebidticos e monossacarideos

imunoestimulantes, adaptado de Song et al. (2014)........ccccccvvevevievevieeie e 25
Capitulo 1l

Figura 1. Fluxograma das informac6es em um processo de revisao sistematica de
meta-analise (Moher et al., 2009)..........cccceeiieieiiece e e 63

Figura 2. Efeito do B-glucano no ganho de peso em tilpias em comparacdo ao

TratamENtO CONEIOIE ... ettt e e e ae e 64

Figura 3. Efeito do B-glucano na sobrevivéncia em tilapias submetidas a desafio

DACTEITANO .. ..ottt e e et ee e e e e e e e e e e 64

Figura 4. Pardmetros hematologicos de tilapias que receberam B-glucano antes e

APOS AESATIO......vecvie i e 65

Figura 5. Pardmetros imunoldgicos de tilapias que receberam B-glucano antes e

APOS AESATIO......viivieiei et 66

TABELAS



Xi

Capitulo 11

Tabela 1. Anélise descritiva de genes expressados em tilapias suplementadas com
B-glucano com ou SEM AESATIO. ........ccviiereiie i e 67



12

RESUMO
Meta-analise: p-glucanos no desempenho produtivo e saude de tilapias

(Oreochromis spp.)

O objetivo do presente estudo foi desenvolver uma meta-analise sobre os efeitos do uso
de B-glucano em tildpias (Oreochromis spp.) no desempenho produtivo, perfil
hematoldgico, sistema imune e expressdo de genes em tilapias. Para a realizacdo da
pesquisa, foi feita a busca de artigos cientificos publicados na base de dados Scopus e
Web of Science com 0s termos “tilapia” + “beta glucan” ou sinénimos sem restri¢do de
tempo de publicacdo, totalizando 31 estudos cujos dados foram sistematizados em
planilhas eletrénicas para realizacdo de analises por meio do software SAS OnDemand.
Os dados foram divididos entre tratamento controle e grupo suplementado com -glucano
antes e apés desafio (bacteriano, quimico, fisico ou mais de um) para entdo analisar o
ganho de peso, sobrevivéncia ap0s desafio bacteriano, parametros hematologicos,
imunoldgicos e analise descritiva da expressdo dos genes HSP70, TNF-a, IL-1B, CAT e
SOD. Foi observado efeito positivo na suplementagdo de f-glucano em 3,49% no ganho
de peso, e nos parametros hematoldgicos e imunologicos analisados, além do aumento de
62,5% na sobrevivéncia dos animais quando submetidos a desafio bacteriano. Esses
resultados reforgam a capacidade imunomoduladora do B-glucano melhorando a saude e
apresentando-se como ferramenta importante na busca por alternativas ao uso de

antimicrobianos.

Palavras-chave: Aditivos, desafio bacteriano Oreochromis, prebiéticos
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CONSIDERACOES INICIAIS

O Capitulo I aborda a utilizacdo de prebidticos na piscicultura como alternativa
ao uso de antimicrobianos, 0s quais tem seu uso cada vez mais restrito devido ao risco
ambiental e sanitario. O crescimento da piscicultura tem levado a novos desafios como
manejos intensos, maior exposicdo a patdgenos e aguas de pior qualidade. Com isso,
prebidticos com capacidade imunomoduladora vem sendo estudado para minimizar os
danos causados, possibilitando a redugdo no uso de farmacos de forma sustentavel e
rentavel. Dentre a classe dos prebioticos, o B-glucano tem sido amplamente estudado na
aquicultura, com grande capacidade de modulacdo tanto do sistema imunologico inato

quanto do adaptativo, podendo, ainda, melhorar o desempenho produtivo.

Com base nas informacgdes apresentadas no Capitulo I, o Capitulo Il busca
sumarizar as pesquisas até entdo realizadas com o B-glucano em tilapias por meio da
meta-analise intitulada: “Meta-analise: B-glucanos no desempenho produtivo e saude de
tilapias (Oreochromis spp.)”, o qual foi redigido de acordo com as normas do periddico

“Aquaculture” (fator de impacto 5,135)



Capitulo |

14
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1.1 O sistema imunoldgico dos peixes

A aquicultura é uma das producdes animais com maior desenvolvimento no
mundo, apresentando crescimento médio de 6,7% ao ano no periodo de 1990 a 2020
(FAO, 2022). No Brasil, a produgdo em 2020 chegou a 559,9 mil toneladas,
movimentando quase seis bilhdes de reais (IBGE, 2022). Este crescimento tem sido
possivel devido a constante intensificacdo na producdo, com o emprego de novas
tecnologias e maior conhecimento sobre a genética e nutricdo. No entanto, este
desenvolvimento tem gerado novos desafios, sendo a questdo sanitaria e ambiental de
maior destaque. Neste cenario, a compreensdo da imunologia dos peixes favorece 0 uso
desta ferramenta como estratégica para a mitigacdo de prejuizos e para a promogéo da

producdo sustentavel.

Na arvore evolutiva, os peixes foram os primeiros animais a desenvolverem a
imunidade adaptativa sendo que, em espécies primitivas como 0S peixes nao
mandibulados (ex. Lampreias), ainda é encontrado somente a imunidade inata. Com isso,
0S peixes 0sseos, grupo ao qual a tilapia (Oreochromis spp.) pertence, contam com
sistema imunologico completo, ainda que menos desenvolvido quando comparado aos
mamiferos, com lenta proliferacdo de linfocitos e limitacdo na disponibilidade de
anticorpos (Magnadottir, 1998; Tizard, 2014). A boa manutencdo do sistema imune é
fundamental para a salde do animal e, consequentemente, para sua producéo, visto que
0S animais muitas vezes sdo criados em ambientes com pouco ou henhum controle de
temperatura e oxigenacdo, sendo expostos constantemente a estes desafios, bem como

poluicdo, estresse e infecgbes (Pogue et al., 2021).

A origem das células do sistema imune em peixes 6sseos se da, de maneira geral,

a partir dos tecidos linfoides, rim, timo e bago (Biller-Takahashi e Urbinati, 2014). O rim
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nos peixes pode ser dividido em porcGes anterior e posterior, sendo que ambas participam
da hematopoiese, desempenhando fungdo semelhante a medula em mamiferos. No
entanto, a porcao anterior tem maior importancia na producdo das células de defesa,
participando na diferenciacdo e maturacdo dos leucdcitos incluindo os granulécitos,
mondcitos e linfécitos B (Torroba e Zapata, 2003). J4, o timo desempenha fungdo
semelhante ao 6rgdo dos mamiferos, sendo responsavel pela producdo e maturagdo dos
linfocitos T (Bowden et al., 2005). Por fim, o baco desempenha papel fundamental no
desenvolvimento da imunidade adaptativa, sendo capaz de armazenar antigenos (Solem

e Stenvik, 2006).

Nos peixes, as escamas, pele e branquias atuam como a primeira linha de defesa
fisica por meio da secre¢do de muco, em associagdo ao sistema imune inato, que atua na
constituicdo de muco e tecido epitelial e ambos desempenham papel essencial na
manutencdo da saude e no equilibrio osmatico do animal, conhecido como homeostase,
visto que tais 0Orgdos estdo constantemente expostos a ambientes repletos de
microrganismos, possiveis patdgenos do ambiente aquatico (Salinas et al., 2011; Firdaus-
Nawi e Saad, 2016). Caso ocorra a entrada do patdgeno no organismo do animal, sera
iniciado a resposta imune inata. Caracterizada pela acdo rapida, atuando ja nos primeiros
minutos de contato, envolve grandes nimeros de células de defesa para evitar a infec¢éo

no animal devido sua baixa especificidade contra os patdgenos.

A resposta imune inata tem maior importancia na manutencdo da salde dos
peixes. Ela é subdividida em resposta celular e humoral, que funcionam como defesa
primaria garantindo a rapida protecéo, até que ocorra a resposta adaptativa (Alberts et al.,
2012). Como principal responsavel pelo desencadeamento da resposta inata, estdo 0s
receptores de reconhecimento de padrfes, como os receptores Toll-like (TLRS), proteinas

transmembranas capazes de reconhecer patdgenos por meio dos padrbes moleculares
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associados a agentes patogénicos (PAMPs), desencadeando a imunidade inata (Akira et

al., 2006).

A resposta inata celular conta com diversos tipos de leucécitos, como 0s
macréfagos e granuldcitos, ativando processos inflamatdrios ou fagociticos e auxiliando
0 desencadeamento da resposta adaptativa. Os macréfagos sdo as principais células
fagocitarias atuantes na resposta inata. Além da capacidade de ingerir corpos estranhos e
restos celulares, sdo capazes também de liberar citocinas e radicais livre de oxigénio e
nitrogénio que auxiliam no processo de eliminacdo dos patdgenos (Secombes, 1990).
Desempenha também papel importante no sistema adaptativo por meio da presenca de
receptores para anticorpos e complemento em sua superficie exercendo, ainda, funcéo de
apresentador de antigeno aos linfocitos T auxiliares por meio da expressdao de moléculas

do complexo de histocompatibilidade principal classe 11 (Secombes e Fletcher, 1992).

Ja os granulécitos tem como caracteristica granulos que se diferenciam em seu
citoplasma e originam trés tipos de células. Os neutrdfilos sdo as primeiras células
envolvidas nos estagios iniciais de inflamacao e mais abundantes nos peixes. Sao atraidos
até o tecido lesado para fagocitar bactérias, desempenhando ainda atividade microbicida
ao realizar a conversdo de oxigénio molecular em compostos e metabdlitos derivados do
oxigénio, processo chamado de “exploséo respiratoria” (Plyzycz et al., 1989). A segunda
célula, os eosinofilos, sdo promotores de resposta inflamatoria alérgica e tambem
antiparasitaria, e por fim, raramente encontrado e geralmente associados a infeccGes
parasitarias e inflamatérias, os baséfilos que tem sua exata fungdo pouco conhecida nos
peixes, sendo raramente encontrado em peixes (Secombes, 1996; Biller-Takahashi e

Urbinati, 2014; Firdaus-Nawi e Saad, 2016).
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Por fim, as células citotoxicas ndo especificas denominadas “Natural Killer” tém
funcdo de lisar células tumorais ou infectadas por virus agindo ainda em alguns
protozoarios (Whyte, 2007; Firdaus-Nawi eSaad, 2016). Sua ativacdo ocorre por meio de
receptores de superficie, ndo havendo reconhecimento de antigenos e nem capacidade de
gerar memoria imunoldgica, caracteristicas estas da resposta imune adaptativa, e por isso
se diferencia das células citotoxicas atuantes na resposta adaptativa (Greenlee et al.,
1991). Estudos demonstraram maior importancia desse mecanismo de defesa na resposta
imune quando os animais sdo submetidos a temperaturas abaixo do conforto térmico,

sobretudo quando a resposta imune especifica é fraca (LeMorvan-Rocher et al., 1995).

A resposta inata humoral € mediada por grupo de substancias ndo especificas,
predominantemente proteinas e glicoproteinas, que inibem o crescimento dos patégenos.
Desempenham papel fundamental na defesa e manutencdo da homeostase de peixes,
sendo presente no muco, soro e ovos (Shoemaker et al., 2001; Saurabh e Sahoo, 2008). A
lisozima € a enzima liberada principalmente por leucécitos e tem como caracteristica a
acdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, promovendo a hidrélise da parede
celular peptidoglicana (Uribe et al., 2011). Sua funcdo nos peixes tem maior abrangéncia
quando comparado em mamiferos e, por isso, é frequentemente utilizada como

biomarcador de funcdes imunes ndo especificas (Firdaus-Nawi e Saad, 2016).

Outro componente essencial para a resposta imunoldégica em peixes € o sistema
complemento, que conta com combinacGes de mais de 35 proteinas sollveis que auxiliam
na reposta imune inata e auxiliam no desencadeamento da resposta adaptativa (Gasque,
2004; Nakao et al., 2011). Sua ativacdo acontece por meio de trés vias: via classica, mais
importante para mamiferos quando comparado a peixes, e que ocorre por meio da ligacdo
do anticorpo com um antigeno; via da lectina, na qual moléculas de lectina se ligam a

carboidratos da membrana dos patdgenos levando a aglutinacdo e, por fim, a via
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alternativa considerada a mais importante para 0s peixes desencadeada pelo
reconhecimento de PAMPs dos microrganismos ou complexos antigeno-anticorpo (Uribe

et al., 2011; Biller-Takahashi e Urbinati, 2014; Firdaus-Nawi e Saad, 2016).

O sistema inato humoral ainda conta com outros mecanismos inibidores
microbianos, como as transferrinas, que se ligam as moléculas de ferro (Fe3*) as
indisponibilizando no ambiente e, assim, impedindo a sobrevivéncia e multiplicacdo do
patdégeno (Chen et al., 2009; Jurecka et al., 2009). Ha também inibidores de protease,
responsaveis por reaces agudas e pela inativacdo de enzimas proteoliticas necessarias
para 0 crescimento de microrganismos patogénicos. Células do sistema imune inato
também produzem peptideos antimicrobianos que tém a capacidade de romper as paredes
celulares, sendo efetivos na defesa contra virus e bactérias (Ellis, 2001, Magnadottir,

2010).

Como ultima linha de defesa, mais tardia e desencadeada pela resposta inata por
meio da apresentacdo de antigenos, a imunidade adaptativa tem como caracteristica a
acdo altamente especifica e adaptavel capaz de criar memoria imune a longo prazo
(Rubio-Godog, 2010). Sua acdo € mediada por dois componentes principais: os linfocitos,
responsaveis pela imunidade mediada por células e os anticorpos, responsaveis pela
resposta humoral (Uribe et al., 2011). Sua capacidade pode variar de acordo com a espécie

e condicOes externas do ambiente, interferindo na sua eficacia (Lukjanenko, 1971).

Como constituintes da imunidade adaptativa mediada por células, o organismo
dispde delinfécitos T e B, que se diferenciam na sua origem e atuacao. Os linfécitos T
tém capacidade de reconhecer fragmentos de antigenos fagocitados por macréfagos, que
apos exposicdo e ligagdo, estimulam sua proliferacdo, auxiliando a erradicagdo dos

organismos dentro de células infectados por meio dos linfocitos T citotdxicos e , também,
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estimulando a ativacdo dos linfocitos B, fagdcitos e outros leucécitos por meio dos
linféticos T auxiliares. Os linfécitos B podem se diferenciar em plasmdcitos apos sua
ativacdo gerada pelo reconhecimento do antigeno em seus receptores especificos, sendo
responsaveis pela producdo e secrecdo de anticorpos especificos contra o patdgeno. Os
linfécitos B ainda sdo responsaveis pela formacéo dos linfocitos B de memoria, células
de vida longa capaz de gerar memdria imunoldgica com répida ativacdo em caso de

contato posterior com 0 mesmo antigeno. (Secombes, 1996).

A reposta especifica humoral é constituida principalmente por imunoglobulinas
produzidas pelos plasmocitos que exercem duas fungdes. A primeira, as imunoglobulinas
atuam como receptoras de antigeno associadas a membrana dos linfocitos B, exercendo
funcdo de reconhecimento do patdgeno. A segunda, quando secretadas no sangue e
fluidos, as imunoglobulinas sdo capazes de neutralizar toxinas bacterianas e de se ligar
aos patogenos, resultando na opsonizacdo das células invasoras (Magnadottir et al., 2005;
Firdaus-Nawi e Saad, 2016). Diferentemente dos mamiferos, os peixes apresentam menor
disponibilidade de tipos de imunoglobulinas, havendo diferencas entre espécies, podendo
ser elas IgM, IgZ e IgT (Danilova et al. 2005; Hansen et al. 2005; Biller-Takahashi e
Urbinati, 2014). Dentre as imunoglobulinas produzidas, a IgM tem maior importancia na
prevencdo e combate a doencas em peixes, sendo parametro de destaque em estudos

(Magnadottir, 1998)
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Sistema imune dos peixes

Imunidade Inata

Barreiras fisicas Células de defesa mediada Defesa humoral Inflamacéo
| | }
Evita entrada de ‘ Fagocitose ‘ Enzimas antimicrobianas E—
patogenos Proteinas néo especificas
Macrofagos -
Imunidade Adquirida ‘ Células dendriticas | Sistema complemento
| ‘ Reconhecimento
Células de defesa mediada de patogeno
Linfocitos B — Defesa humoral
i |
‘ Linfocitos T | . ’ | Anticorpos ‘ e
} Glicoproteinas MHC de defesa e destruicdo
‘ Linfocitos B ‘ T L pHiTEnT

Fig.1 Conceito do sistema imune dos peixes, adaptado de Biller-Takahashi e Urbinati (2014).

A intensidade da resposta imune dos peixes é afetada por diversos fatores, sendo
0s principais: genetica, nutricdo, ambiente, estresse e patégeno (Shoemaker et al., 2001).
Os animais podem ter sua capacidade de resposta imune modulada. Esta resposta pode
ser suprimida em condicGes adversas, sendo o0 estresse gerado pela variacdo de
temperatura ou manejos, uma das principais causas de imunossupressdo, levando a
predisposicdo de doencas e causando prejuizos a producéo (Bly et al., 1997). Entretanto,
a resposta imune pode ser melhorada por meio de estratégias nutricionais, sendo que
diversos aditivos podem ser responsaveis por esta acdo, dentre estes prebioticos como o

B-glucano (Meena et al., 2012; Vetvicka et al., 2013).

1.2 Sistema antioxidante em peixes

Em condi¢6es normais, as reacdes que dao origem aos radicais livres ocorrem de
maneira fisioldgica no organismo, como a propria respiracdo celular mitocondrial.
Contudo, deve haver equilibrio entre a formacao das espécies reativas (ER) e as defesas

antioxidantes. Quando h& desequilibrio nestas reacfes em situacBes patoldgicas e
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estressantes, pode ocorrer a apoptose e morte celular e, assim, prejudicar a satde dos

animais. Nessas condigdes pode ocorrer o chamado estresse oxidativo (Ahmad, 1995).

O estresse oxidativo € conceituado como o desequilibrio entre as espécies pro-
oxidantes e antioxidantes. As espécies reativas de oxigénio, como o anion superéxido, o
radical hidroxila e o peroxido de hidrogénio, em quantidades limitadas sdo necessarias
para a homeostase celular e sinalizacdo redox. No entanto, h& momentos em que a
producdo espécies reativas oxigenadas/nitrogenadas superam os sistemas de defesa do
organismo, gerando o estresse oxidativo (Cadenas, 1995). O ataque sustentado de ER
endogenas e exogenas resulta em alteracbes conformacionais e oxidativas em
biomoléculas-chave. O estresse oxidativo crbnico esta associado a modificacOes
oxidativas que ocorrem nas principais biomoléculas: peroxidacéo lipidica, carbonilacao
de proteinas, formacdo de carbonil (aldeido / cetona), nitracdo, sulfoxidacdo,
comprometimento do DNA, como quebras de fita ou oxidacdo de nucleobase (Pisoschi e
Pop, 2015). Para combater as consequéncias geradas pelo estresse oxidativo o animal
desenvolveu diversos mecanismos de defesa, sendo substancias e enzimas antioxidantes

consideradas parte do sistema primario.

As linhas de defesa envolvem antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. A
defesa enziméatica € composta pela superdxido dismutase (SOD), que catalisa a
dismutacdo do anion superdxido em peréxido de hidrogénio (H20y); a catalase (CAT),
que converte H>O, em oxigénio molecular e agua, e a enzima selénio-dependente,
glutationa peroxidase (GPx), que catalisa a degradacdo do H.O; e hidroperoxidos
originados de acidos graxos insaturados mediante glutationa reduzida. J& os antioxidantes
ndo enzimaticos sdo: cido Urico, glutationa, transferrina, ceruloplasmina, albumina e,
ainda, os antioxidantes nutricionais tais como: &cido ascorbico (vitamina C), alfa-

tocoferol (vitamina E), carotenoides, compostos fendlicos, minerais (cobre, zinco,
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selénio, manganés), dentre outros (Birnie-Gauvin et al., 2017). Esses antioxidantes agem
inibindo, capturando e/ou restaurando os potenciais danos gerados nas reagdes oxidativas
iniciadas por ER, tornando-os indisponiveis para ataques posteriores. Os antioxidantes
atuam em diferentes compartimentos celulares e em diferentes espécies reativas, portanto,
desempenham suas fungdes de forma sinérgica na protecdo celular (Halliwell e
Gutteridge, 2015). Os peixes, apesar de primitivos, apresentam enzimas especificas para
a protecdo sendo descrita em diversas espécies a presenca de catalase, glutationa

peroxidase/redutase e superdxido dismutase (Atli et al., 2016).

Manter a homeostase e saude dos animais € importante visto que a intensificacao
da producéo aquicola submete os peixes a diferentes desafios e, sendo o sanitario o de
maior foco de pesquisa. Neste sentido, alimentos alternativos e aditivos alimentares com
funcbes imunomoduladores tém sido avaliados como potenciais alternativas para reduzir
0 uso inadequado de antimicrobianos, otimizando respostas do sistema imune do animal
e ainda promovendo a producdo sustentavel com menor risco ao consumidor e ao meio

ambiente.

2. Prebioticos

O continuo crescimento da aquicultura tem fomentado discussGes acerca da
limitacdo no uso de antimicrobianos, determinando proibicdes de utilizacdo em alguns
paises (Chen et al., 2020). O uso indiscriminado de antimicrobianos traz riscos ndo
somente pela selecdo e disseminacdo de cepas bacterianas resistentes zoondticas, mas
também se observa queda acentuada na eficacia dos medicamentos contra bactérias
habituais na aquicultura, tais como Staphylococcus aureus, Enterococcus spp. e
Pseudomonas aeruginosa (Santos e Ramos, 2016; Wee, 2022). Alternativas para reduzir

0 uso inadequado de antimicrobianos tém sido avaliadas, como os prebi6ticos, com baixo
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potencial residual e que, quando utilizados estrategicamente, potencializam o
desempenho produtivo e estimulam o sistema imune do animal preparando-o contra

desafios sanitarios sem favorecer a selecdo de microrganismos resistentes.

Os prebidticostém como definicdo serem componentes estruturais ndo
digestiveis, capazes de modular o crescimento de bactérias benéficas no colon intestinal
promovendo melhora na salde e desempenho produtivo (Ringg et al., 2010). De modo
geral, os prebioticos estdo presentes na composi¢do estrutural celular de legumes, fungos
e vegetais, que eventualmente sdo incorporados na formulacdo de dietas para peixes.
Entretanto, podem ser administrados isoladamente ou de forma concentrada (Silva e

Nornberg, 2003).

A classificacdo desses aditivos é feita de acordo com o tamanho da molécula e
grau de polimerizacéo, sendo as principais categorias: monossacarideos, oligossacarideos
e polissacarideos (Ringg et al., 2010). Dentre os prebioticos mais difundidos na
aquicultura, estdo os mananoligossacarideos (MOS), frutooligossacarideos (FOS) e -
glucanos (BG), que comumente sdo administrados de forma isolada ou em misturas de
aditivos, em forma de simbioticos. Os efeitos desta suplementacéo variam de acordo com
a classe do prebiotico, dose, tempo de suplementacédo e espécie animal. Apesar da ampla
utilizacdo nem todos os mecanismos de acao de prebidticos para peixes e outros animais

foram elucidados (Mugwanya et al., 2022).

Majoritariamente, os prébioticos atuam como substrato para fermentacdo no trato
gastrintestinal, estimulando o crescimento de bactérias benéficas, aumentando a secre¢édo
de enzimas digestivas e podendo também promover mudancas na morfologia do epitélio
intestinal, resultando em melhores resultados referentes ao desempenho produtivo (Song

et al., 2014). Podem também promover a aglutinacdo de bactérias gram-negativas
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(Mugwanya et al., 2022). Componentes estruturais de alguns prebidticos como o MOS,
interagem com lectinas ligadoras de manose da parede celular das bactérias patogénicas,
diminuindo sua capacidade de colonizacdo no epitélio intestinal (Spring et al., 2000;
Heinrichs et al., 2003). Outros prebidticos possuem capacidade imunomoduladora,
capazes de interagir diretamente com receptores de reconhecimento de padrdes (PPRs)
presentes em macrdfagos, ou indiretamente por meio de PAMPSs, liberando sinais que

estimulam a atividade de células imunes (Yadav, 2006; Bron et al., 2012).

Prebioticos classicos

Trato gastro- intestinal Mudanga na microbiota
v do hospedeiro » Ex. Lactobacilli v
Fermentagéo de prebidticos Bifidobacteria
“
Prebidticos Melhora na
Néo digestivel pelo satude do
hospedeiro hospedeiro
Reconhecimento dos Estimulagao da .
prebidticos pelos , imunidade inata
receptores PAMPs Ex. Fagocitose

Ex. Receptor de lectina Atividade da lisozima

Monossacarideos imunoestimulantes

Figura 2. Visdo geral dos beneficios de prebidticos e monossacarideos imunoestimulantes,
adaptado de Song et al. (2014).

Em tilapias, efeitos positivos no desempenho produtivo com a suplementacédo de
MOS foram constatados por Azevedo et al. (2015). Os autores observaram que 0S peixes
alimentados com ragées suplementadas com 0,29 kg™ de MOS, extraido a partir da parede
celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, demonstraram maior ganho de peso,
melhor conversdo alimentar e viabilidade econdémica quando comparado a dieta controle.
Em outro estudo, Kishawy et al. (2020) constataram que a suplementacdo de MOS em

sistema de bioflocos na concentracéo de 61.96 mg/L resultou na melhora do desempenho
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produtivo, e parametros imunologicos como IgM e atividade da lisozima sérica, tendo o
efeito dessa melhora na salde do animal comprovada por meio do aumento na

sobrevivéncia ap6s desafio com A. hydrophila.

Outro grupo de prebidticos amplamente utilizados na producédo de peixes séo 0s
B-glucanos. Seu uso isolado ou em forma simbiotica apresenta-se como alternativa ao uso
de antimicrobianos, sendo capaz de melhorar a saide do animal e, consequentemente,

refletir no aumento da sobrevivéncia frente a desafios sanitarios (Wee et al., 2022).

3. B-glucanos

Os B-glucanos s@o polissacarideos constituintes da parede celular de plantas,
algas, bactérias e fungos, como por exemplo, cogumelos e leveduras. Sua estrutura é
composta por um monémero de B-D-glicose ligados por glicosideos no sitio 1,3 ou 1,4
que exercem funcdo de suporte estrutural. Além disso, podem ser encontradas
ramificacdes nos sitios 1,4 e 1,6 acarretando variacdes de comprimento e peso molecular

(Pogue et al., 2021).

A compreensdo dos diferentes tipos de B-glucanos torna-se fundamental para
desenvolver estratégias de uso dessas moléculas como imunoestimulantes, visto que suas
caracteristicas estruturais influenciam na dificuldade de extracdo e atividade biologica
(Meena, 2013). Estudos indicam que B-glucanos de maior peso molecular potencialmente
apresentam melhor atividade biolégica, sendo capaz de promover maior ativacao
fagocitica, citotoxica e antimicrobiana, além de estimular a producédo de ERs. Por outro
lado, B-glucanos de baixo peso molecular e de cadeias curtas, como 0s presentes na
cevada, sdo considerados de baixa ou nenhuma atividade bioldgica, respectivamente
(Akramiene et al., 2007). Diferentes fontes de obtencdo resultam tipos distintos de f-

glucanos o que influencia consideravelmente sua atividade biolégica. Assim, estudos
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atuais tém utilizado majoritariamente p-glucanos obtidos a partir da levedura
Saccharomyces cerevisiae, fonte de p-glucanos 1,3 e/ou 1,6, visto que estes apresentam

melhores respostas imunomoduladora para diversas espécies animais (Meena, 2013).

Em vertebrados, a interacdo dos [-glucanos ocorre a partir de receptores
especificos da superficie celular presentes tanto em células imunes, como macréfagos e
neutrofilos, como em células ndo imunes, como fibroblastos e epitélio alveolar (Brown e
Gordon, 2003; Brown e Gordon, 2005). Devido a capacidade de se ligar diretamente a
diversas células de defesa, seu efeito desencadeia eventos, tanto na resposta imune inata
quanto adaptativa e, por isso, é considerado modulador de respostas biologicas (Magnani

e Castro-Gomez, 2008).

O aumento da atividade fagocitica e producdo de lisozima sdo os principais efeitos
promovidos pela suplementacdo de B-glucanos. Adicionalmente, a administracao destes
aditivos aumenta a sintese de citocinas associadas a processos pro-inflamatérios como
por exemplo as interleucinas IL-1 e IL-6, e outras envolvidas na hematopoiese como a
GM-CSF (Fator estimulador de colnias granulécitos e macréfagos). Assim, respostas de
células brancas (linfécitos T e B) no sangue sdo otimizadas, resultando em maior
producdo de anticorpos. Dessa forma, o uso de B-glucanos pode ser associado a
estratégias de vacinacdo para potencializar o desenvolvimento da memoria imune do

animal (Raa, 2000; Meena, 2013).

A suplementacdo de p-glucanos também é capaz de estimular células do intestino
do animal e, ainda, interagir com a microbiota promovendo melhor desempenho
produtivo e diminuicdo da mortalidade frente a desafios bacterianos, virais e
toxicolégicos (Carballo et al., 2020; Mokhbatly et al., 2020). Por fim, os B-glucanos

também reduzem o estresse oxidativo aumentando a expressao das enzimas antioxidantes
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como por exemplo: superoxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase e glutationa

peroxidase (Pogue et al., 2021), responsaveis por combater o estresse oxidativo.

4. O uso de B-glucanos na tilapicultura

Atualmente os B-glucanos sdo os imunomoduladores mais utilizados na industria
da aquicultura, com resultados positivos em quase todas as espécies de interesse
comercial (Meena, 2013). Com isso, 0 mercado conta com produtos comerciais que, em

sua grande maioria, sdo extratos isolados de Saccharomyces cerevisiae.

Apesar do método de administracdo mais utilizado ser a suplementacdo do
produto na dieta, os B-glucanos também podem ser injetados ou diluidos em agua para
banho de submersdo (Sado et al., 2016). Quanto ao tempo de administracdo, estudos
demonstraram imunossupressdo do sistema imune quando utilizado o produto por
periodos além de 30 dias em algumas espécies de peixes (Kumari e Sahoo, 2006;
Yamamoto et al., 2018). No entanto, para tilapias, esse efeito negativo ndo foi observado,
podendo entdo ser administrado com resultados satisfatérios durante periodos de 15 a 45

dias (Koch et al., 2021).

Como observado em diferentes espécies de interesse comercial, a utilizacdo dos
B-glucanos em tilapias resulta na melhora de parametros imunoldégicos como IgM e
atividade da lisozima, assim como observado por EI-Murr et al. (2019), ao alimentar os
peixes com ra¢des suplementadas por 90 dias na concentracdo de 0,4%. Seu efeito, ainda,
pode abranger o desempenho produtivo como descrito por Pilarski et al. (2017), os quais
observaram que a suplementacdo dietética de B-glucano “BG02” a 0,1% promoveu

melhor ganho de peso, peso final, conversdo alimentar e taxa de crescimento especifico.
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Sua acdo no sistema imune inato abrange diversos parametros como 0 aumento
na atividade da lisozima, 6xido nitrico e explosdo respiratdria (Neamat- Allah et al., 2020;
Koch et al., 2021). A suplementacdo também € capaz de promover melhoras no sistema
antioxidante, como o0 aumento da atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase (Dawood et al., 2020a) e, ainda, na expressdo génica de citocinas
atuantes em respostas imunes como a IL-1f3, TNF-a e IL-8 (Abdelhamid et al., 2020;

Dawood et al., 2020b; Reis et al., 2021).

Na prética, a modulacao positiva dos parametros imunoldgicos resulta em animais
mais resistentes a desafios, com aumento na taxa de sobrevivéncia. De fato, Koch et al.
(2021) verificaram melhora de até 66% na sobrevivéncia de tilapias-do-Nilo arragoadas
com dietas suplementadas com B-glucano e desafiadas com Streptococcus agalactiae e
Aeromonas sobria. Efeitos positivos de B-glucanos também sdo observados frente a
desafios quimicos. EI Murr et al. (2019) verificaram que peixes arracoados com dietas
contendo 0,4% de BG (Best Choice Pharma®) ndo apresentaram alteragdes negativas em
parametros imunoldgicos quando expostos a doses tdxicas de fipronil. Assim, evidencia-
se a importancia dos B-glucanos como potencial alternativa ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, promovendo impactos positivos na sobrevivéncia dos animais
acometidos por patdgenos tornando a producdo de tilapias mais sustentavel e viavel

gconomicamente.
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Meta-analise: B-glucanos no desempenho produtivo e saude de tilapias (Oreochromis

spp.)

ABSTRACT

The intensification of aquacultural practices has led to a higher risk of pathogen-
associated problems and economic losses resulting from disease outbreaks. As an
alternative to the commonly used and increasingly prohibited chemotherapeutics, the use
of feed additives that boost fish immune response has emerged as a prophylactic tool to
minimize the negative effects of infectious diseases and avoid the drawbacks of
antimicrobial utilization. As the most prominent immunostimulant in aquaculture, f-
glucan can modulate both the innate and adaptive immune systems, presenting positive
effects on health and growth of several species of commercial interest, such as tilapias.
Therefore, a systematic review and meta-analysis was conducted to evaluate the effects
of B-glucan on weight gain, hematological profile, immune response, and the expression
of genes associated to the health status of tilapia (Oreochromis spp.). To obtain the data,
a search was made for papers published in Scopus and Web of Science databases using
the terms “tilapia” + “B glucan” or synonyms, with no publication time restriction,
totaling 31 studies whose data were systematized in electronic spreadsheets to perform
analyzes using SAS OnDemand software. Data were divided into control treatment and
supplemented with B-glucan before and after challenge to allow the analyzes of weight
gain, survival after bacterial challenge, hematological and immunological parameters,
and also the descriptive analysis of HSP70, TNF-a, IL-18, CAT and SOD gene
expression. A positive effect of -glucan supplementation was observed on weight gain,
as well as on hematological and immunological parameters. Additionally, -glucan

supplementation resulted in an increase of 62.5% on fish survival rate when submitted to
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a bacterial challenge. These findings clearly highlight the immunomodulatory capacity of

B-glucan and its potential as a nutritional strategy to minimize antimicrobials utilization.

Keywords: bacterial challenge, Feed additives, Oreochromis, prebiotics

RESUMO

A intensificagdo da aquicultura levou a um maior risco de problemas associados a
patdgenos e perdas econdmicas resultantes de surtos de doencas. Como alternativa aos
quimioterapicos comumente usados e cada vez mais proibidos, o uso de aditivos
alimentares que aumentam a resposta imune dos peixes surgiu como uma ferramenta
profilatica para minimizar os efeitos negativos de doencas infecciosas e evitar as
desvantagens da utilizacao de antimicrobianos. Como o imunoestimulante mais
proeminente na aquicultura, o B-glucano pode modular tanto o sistema imune inato
guanto o adaptativo, apresentando efeitos positivos na salde e no crescimento de varias
espécies de interesse comercial, como as tilapias. Portanto, uma revisao sistematica e
meta-analise foi realizada para avaliar os efeitos do f-glucano no ganho de peso, perfil
hematoldgico, resposta imune e expressdo de genes associados ao estado de salde da
tilapia (Oreochromis spp.). Para obtencdo dos dados, foi realizada uma busca de artigos
publicados nas bases de dados Scopus e Web of Science utilizando os termos “tilapia” +
“B glucan” ou sindnimos, sem restricdo de tempo de publicacdo, totalizando 31 estudos
cujos dados foram sistematizados em planilhas eletr6nicas para realizar analises usando
o0 software SAS OnDemand. Os dados foram divididos em tratamento controle e
suplementados com B-glucano antes e ap6s o desafio para permitir as analises de ganho

de peso, sobrevivéncia apds desafio bacteriano, parametros hematoldgicos e
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imunolégicos, e também a andlise descritiva de HSP70, TNF-a, IL-1pB, Expressdo dos
genes CAT e SOD. Observou-se efeito positivo da suplementacao de B-glucano no
ganho de peso, bem como nos parametros hematoldgicos e imunoldgicos.
Adicionalmente, a suplementagdo com [-glucano resultou em um aumento de 62,5% na
taxa de sobrevivéncia dos peixes quando submetidos a um desafio bacteriano. Esses
achados destacam claramente a capacidade imunomoduladora do -glucano e seu

potencial como estratégia nutricional para minimizar a utilizacdo de antimicrobianos.

Palavras-chave: desafio bacteriano, aditivos alimentares, Oreochromis, prebidticos

1. Introducéo

O pescado ¢ a proteina de origem animal mais consumida no mundo, tendo a
producdo estimada em 178 milhdes de toneladas no ano de 2020. Desta, a aquicultura
contribuiu com 87,5 milhdes, sendo que a producdo vem crescendo em média de 6,7% no
periodo de 1990 a 2020 (FAO 2022). O Brasil figura como o0 13° maior produtor mundial,
com producéo de 559,9 mil toneladas em 2020, sendo tilapia a principal espécie criada,

representando 62,9% do total (IBGE 2020).

O aumento na producéo se deve a profissionalizacdo e consequente intensificacdo
da piscicultura. Em funcdo a esta intensificacdo, os peixes sdo submetidos a altas
densidades de estocagem, pior qualidade de agua e préticas de manejo intensivas
(Mugwanya et al., 2022). O estresse gerado por essas condicdes pode comprometer a
producdo, piorando os indices zootécnicos, aumentando mortalidade e susceptibilidade a

microrganismos patogénicos oportunistas (Segner et al., 2012; Sneddon et al., 2016).
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Atualmente, os antimicrobianos ainda s&o muito utilizados no tratamento de
doencas na piscicultura. Estima-se que até 75% dos antimicrobianos administrados na
piscicultura sdo eliminados para a dgua (Burridge et al., 2010), sendo que em casos de
tanque-rede, a agua € utilizada para fins além da aquicultura e compartilhada com
humanos. Além do risco de selecdo de cepas bacterianas resistentes, os residuos de
antimicrobianos presentes na agua podem, ainda, causar alergias e efeitos toxicos ao ser
humano, ainda que em doses permitidas por lei (Limbu et al., 2018; Chen et al., 2020).
Com isso, o uso indiscriminado de antimicrobianos na producdo animal tem sido
altamente criticado e restringido em fungdo da pressdo do mercado consumidor, risco
ambiental e sanitario visto a notavel queda na efetividade dos antimicrobianos contra

bactérias comuns na aquicultura (Santos e Ramos, 2016).

Aditivos funcionais tém sido avaliados como alternativas sustentaveis para
reduzir o uso de antimicrobianos devido a capacidade de potencializar respostas
imunologicas, antioxidantes e aumentar indices produtivos (Citarasu, 2010). Dentre os
aditivos de interesse, 0s prebioticos como mananoligossacarideos (MOS),
frutooligossacarideos (FOS) e p-glucanos (BG), se destacam por apresentarem

capacidade imunomoduladora e, ainda, promover melhora no desempenho produtivo.

Os B-glucanos sdo polimeros naturais amplamente encontrados na natureza e que
constituem paredes celulares de plantas como aveia, cevada, trigo e equinaceas, além de
fungos como leveduras e cogumelos (Meena et al., 2013). A estrutura dos polimeros varia
de acordo com sua fonte, sendo os glucanos com liga¢oes 1,3/1,6 comumente encontrados
em leveduras de Saccharomyces cerevisiae, com maior capacidade imunomoduladora,
sendo amplamente utilizados na suplementacdo alimentar animal (Magnani e Castro-

Gomez, 2008).
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Estudos com B-glucanos em til&pias demonstraram o potencial de substituicdo a
terapéutica convencional de antimicrobianos em funcdo da sua capacidade de estimular,
tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo, desenvolvendo maior resisténcia a
patdgenos e auxiliando, ainda, a resposta imune gerada pela vacinagdo (Vetvicka et al.,
2013). Sua interacdo ocorre por meio de receptores especificos de -glucanos presentes
na superficie celular de células do sistema imune, como neutrofilos e macrofagos, mas
também em células como fibroblastos e epitélio alveolar (Brown e Gordon, 2003; Brown
e Gordon, 2005). De fato, Dawood et al. (2020b) observaram que a suplementacéo de
BG em tilapias-do-Nilo aumentou a atividade da lisozima e a atividade fagocitica
protegendo, ainda, os 6rgaos dos animais contra a intoxicacdo de clorpirifés, inseticida
organofosforado utilizado para controle de pragas. Em alguns casos, tem sido constatado
melhora no desempenho produtivo conforme descrito por Pilarski et al. (2017) e EI Murr

et al. (2019).

Apesar da ampla utilizacdo e efeitos benéficos, ainda sdo encontradas
divergéncias nos resultados dos parametros imunologicos associados a dose, tempo de
administracao e origem do BG (Koch et al., 2021). Assim, a presente meta-analise visa
sistematizar e relacionar estudos realizados no periodo de 2005 até 2021 com a
suplementacdo de PB-glucanos para tilapias apresentando dados mais solidos, com
discussdes sobre dosagem, tempo de administracdo e resultados esperados, além de

apresentar novas hipoteses e sugestdes para estudos futuros com o aditivo.
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2. Material e métodos

2.1 Busca de dados na literatura

A busca de artigos foi realizada de forma digital no més de outubro de 2021 por
meio dos bases de dados informatizados Scopus e Web of Science. Para isso,
combinacOes de palavras-chave como tilapia ou Oreochromis + beta glucan ou B-glucan
foram utilizadas para busca em titulos, resumos e palavras-chaves na base de dados sem
restringir ano de publicacdo. No total, foram obtidos 133 artigos pelo método descrito,
somando ainda seis publicacdes adicionais por meio da ferramenta Google Académico.
Para o processamento e organizacdo dos artigos obtidos, foram aplicados os critérios
propostos por Moher et al. (2009) (Figura 1). Por fim, 31 artigos publicados entre o
periodo de 2005-2021 entraram na base de dados do projeto, os atenderam 0s seguintes
critérios: (1) estudo desenvolvido in vivo com tilapia (Oreochromis spp.), (2) apresentar
ao menos um tratamento contendo exclusivamente B-glucano na forma extraida bruta ou
purificada, independentemente do método de suplementacdo (excluidos simbioticos e
blends comerciais contendo qualquer potencial aditivo), (3) apresentar a0 menos uma
analise de desempenho produtivo, parametro hematologico, imunoldgicos ou desafio
(bacteriano, estresse, quimico), (4) apresentar o erro padrao disponivel dos dados, com

excecdo as analises de expressao génica.

2.2 Sistematizacao das informacdes

Apos a selecdo dos artigos, os dados obtidos nos estudos foram sistematizados em
planilhas eletrdnicas, tendo uma pasta especifica para os dados obtidos apds desafio
(bacteriano, quimico ou fisico). Além dos resultados das analises, foram também

compilados fatores intrinsecos que poderiam interagir com o efeito do p-glucano, sendo
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eles: origem e dose do B-glucano, niamero de repeticGes, instalagdes utilizadas, tipo de
dieta (extrudada, peletizada), modo de administracdo do aditivo, pais de origem, medidas

de dispersdo e linhagem de tilapia.

Também foram coletadas informacdes pertinentes a meta-andlise como dose,
origem do B-glucano, tempo de administragdo, tipo de desafio realizado, além dos
resultados das analises. Os valores obtidos das analises foram padronizados na mesma
unidade de medida, sendo necessario invalidar quando ndo fosse possivel, como por

exemplo resultados expressos em densidade Otica.

2.3 Descricéo da base de dados

A base de dados foi organizada em planilha de 113 linhas e 216 colunas com 31
artigos publicados entre 2005 a maio de 2021 (moda = 2020). Os experimentos incluidos
na base de dados totalizaram 11533 peixes, com média de 445 peixes por experimento
(moda = 240) e 37 peixes por tratamento (moda = 15). Em média, o periodo de avaliacdo
foi de 44 dias com tempo minimo de 1 dia e maximo de 90 dias. O peso médio inicial foi
de 46,25g com variacao de 1,289 a 225,3g. No geral, 0s experimentos foram conduzidos
em aquarios, tendo apenas um estudo realizado em tanques-rede em represa. Dos estudos
inclusos na meta-analise, 20 realizaram algum tipo de desafio, sendo 11 bacterianos e
nove quimicos, fisicos ou quimico e bacteriano simultaneamente. A frequéncia relativa
das espécies de tilapias foi: 90,3% tilapia-do-Nilo (O. niloticus), 6,4% tilapia vermelha
(O. niloticus x O. mossambicus) e 3,3% tilapia-de-Mocambique (O. mossambicus). Os
estudos foram conduzidos em nove paises, sendo a frequéncia relativa: 45,2% Egito,
19,4% Brasil, 9,6% Tailandia, 6,5% Estado Unidos e China, e 3,2% India, Maléasia,

Turquia e Taiwan. A administragdo do B-glucano via oral ocorreu em 26 estudos, trés
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estudos via injecdo, um estudo via imersdo e um estudo com os trés métodos de
administracdo simultaneamente. A frequéncia da utilizagdo de produtos comerciais de f3-
glucano ocorreu em 87,1% dos estudos, sendo que 9,7% utilizaram extratos feitos pelos

pesquisadores e 3,2% analisaram B-glucano extraidos de ambas as maneiras.

2.3 Analise de dados

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS OnDemand
com critério de 5% de probabilidade de erro. Devido a heterogeneidade nas condicdes
experimentais em que os estudos foram realizados, como por exemplo, diferenca de peso
inicial, diferengas ambientais e nutricionais, foi utilizado o procedimento “MIXED” a fim
de executar modelos misto, considerando o efeito de cada estudo como uma variavel
classificatoria de efeito aleatorio. A suplementacdo de B-glucano foi considerada uma
variavel classificatoria de efeito fixo. Além disso, o erro padrdo foi utilizado para
balancear, dando pesos diferentes aos experimentos por meio do comando “WEIGHT”
do SAS. Espera-se que estudos com menor varia¢do no erro padrao tenham resultados
mais confidveis. Por isso foi calculado e considerado o inverso do erro padrdo
(SEI=1/SE), priorizando estudos com menor erro padréo, dando maior peso nos célculos
das analises realizadas. Para as analises de Imunoglobulina M (IgM), atividade fagocitaria
e lisozima, foi feito uma analise de regressdo polinomial com o tempo de suplementacéo,

considerando estudos com administracdo do B-glucano via dieta.

Na anélise do ganho de peso, foi gerado um Forest Plot no software R® utilizando
a fungao “Forest” do pacote Metafor. Para o célculo do modelo e construcgdo do gréfico,

foi utilizado o tamanho de efeito calculado a partir da diferenca nos resultados entre a
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suplementagdo de B-glucano e o grupo controle dividida pelo erro padréo. Desse modo,

estudos com menor variancia foram favorecidos.

Para a analise da sobrevivéncia pds desafio, foram excluidos estudos que
realizaram desafio quimico ou fisico devido a baixa mortalidade observada nos grupos
controle e suplementados . Por tanto, foram considerados somente estudos que realizaram
desafio bacteriano podendo o método de administracdo ser por injecéo intraperitoneal ou
imersdo. Posteriormente também foi realizado uma analise de regresséo linear da dose de

B-glucano na sobrevivéncia.

Em razdo do método de apresentacdo dos dados nos artigos, que impossibilitam a
analise estatistica, foi realizado analise descritiva da expressdo génica. Além disso,
devido a escassez de pesquisas e diferentes origens do tecido coletado, foi necessario o
agrupamento da analise do mesmo gene expresso em diferentes locais de coleta, sendo

obrigatoriamente: rim, baco, figado ou intestino.

3. Resultados

3.1 Ganho de peso

No geral, a administracdo de BG promoveu aumento de 3,49% no ganho de peso
dos peixes quando comparado a dieta controle (P<0,05) sendo que somente um estudo

ndo houve efeito de tratamento (Figura 2).

3.2 Sobrevivéncia pés desafio bacteriano
Para a sobrevivéncia ap0s desafio bacteriano, 0s animais que receberam BG

apresentaram taxa de sobrevivéncia 63,35% maior que o grupo controle, sendo que na
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analise de regressdo linear ndo foi observado interferéncia da dose na taxa de

sobrevivéncia (Figura 3).

3.3 Parametros hematoldgicos antes e ap6s desafio

Em anélises sem desafio, a utilizacdo de BG promoveu melhora de indices
hematoldgicos como: porcentagem de hematdcrito (Htc), taxa de hemoglobina (Hb) e
contagem de eritrocitos (CE) (P<0,05). Por outro lado, ndo foi observado efeito
significativo da administracdo de BG para os parametros globulina (Gb) e proteina
plasmatica total (PPT) (P>0,05). Nas analises posteriores aos desafios, observou-se efeito
positivo do BG na Gb e PPT (P<0,05), ndo havendo alterag¢éo no Htc, Hb e CE (P>0,05)

(Figura 3).
3.4 Parametros imunologicos antes e apés desafio

Foi observado aumento na lisozima sérica dos animais que receberam BG antes e
apos desafio (P=0,005 e 0,009, respectivamente). Na anélise de regressdo para tempo de
suplementacdo, foi observado efeito quadratico (R? = 1) do periodo de administragdo na
atividade da lisozima, na qual a partir do dia 65 sem desafio (SD) e 63 desafiado(D) houve

diminuicdo no efeito (Figura 5.1).

Comparado a dieta controle ndo suplementada, a suplementacdo de BG néo
alterou estatisticamente a atividade fagocitaria antes e apds desafio (P> 0,05). No entanto,
a regressdo demonstrou efeito quadratico (R? = 1) do periodo de suplementacdo sobre a
atividade fagocitaria (Figura 5.2), sendo o ponto critico para efeito do parametro

observado aos 63 dias em ambos os cendrios.

Por fim, a suplementacéo de BG promoveu a melhora no IgM sérico, tanto antes

quanto apos desafio (P = 0,003 e 0,028, respectivamente), tendo efeito quadratico (R? =
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1) do tempo de suplementagdo na concentracdo de IgM sérica (Figura 5.3), na qual a

suplementacdo de BG atingiria efeito méaximo aos 114 (D) e 106 (SD) dias.

3.5 Anélises de expressdo génica

Em estudos sem desafio, observou-se que a administragédo de BG, no geral, ndo
alterou a expressao dos genes Heat Protein Shock (HSP70), Catalase (CAT) e Superoxido
dismutase (SOD), tendo frequéncia de 60%, 75% e 75%, respectivamente. Entretanto, a
expressdo dos genes Interleucina 1 beta (IL-1pB) e Fator tumoral alfa (TNF-a) foram

aumentadas apos utilizacdo de BG em 83,33% e 62,5%, respectivamente (Tabela 1.1).

Em relagdo aos estudos em que animais foram submetidos a desafio, foi observado
que a expressao dos genes HSP70 se manteve igual ou aumentou na mesma frequéncia
(Fr=40%), enquanto IL-1p demonstrou aumento em 62,5% dos experimentos observados.
Por outro lado, a frequéncia no aumento da expressdo dos genes TNF-a, CAT e SOD
prevaleceu em animais que receberam BG submetidos a desafio (Fr = 62,5%, 80% e 75%,

respectivamente) (Tabela 1.2).

4. Discussao

O presente estudo visou sumarizar os efeitos do B-glucano por meio da meta-
andlise, ferramenta que permite trabalhar com N amostral grande advindo de diversas
pesquisas publicadas. Durante este trabalho foram considerados somente estudos com
tilapias (Oreochromis spp.) a fim de obter resultados mais precisos quanto a efetividade
da suplementacdo devido a grande diferenca nos efeitos e doses entre espécies (Wee et
al., 2022). O B-glucano figura entre os imunoestimulantes mais estudados na aquicultura,
capaz de estimular respostas inatas e adaptativas, sendo importante alternativa ao uso

indiscriminado de antibimicrobianos (Ching et al., 2020). De fato, os resultados obtidos
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na meta-analise suportam a efetividade deste aditivo na melhora dos pardmetros
imunoldgicos e na saude geral, resultando na maior sobrevivéncia frente a desafios

sanitarios.

Apesar dos efeitos dos BG serem mais focados e pronunciados em respostas
imunoldgicas, alguns estudos sugerem que a suplementacdo deste composto seja capaz
de melhorar o ganho de peso. O resultado obtido nesse trabalho corrobora a relagédo do
BG com ganho de peso para tilapias, assim como demonstrado por Pilarski et al. (2017)
e El Murr et al. (2019). Os mecanismos dessa relagdo ainda ndo estdo completamente
elucidados. Sugere-se que os beneficios da suplementacdo de BG no desempenho estéo
associados a melhora de respostas imunoldgicas como atividade de lisozima e
concentracdo de imunoglobulinas. Consequentemente, aumentaria a capacidade do
animal de prevenir doencas e infec¢cfes, permitindo direcionar maior aporte de nutrientes

e energia para o crescimento (Itami et al., 1989; Sung et al., 1994).

Outra hipotese explicativa para a influéncia positiva em indices produtivos é a
modulacdo da microbiota intestinal promovida pela suplementacédo de BG. Tal efeito ja
foi observado em outras espécies como Acipenser persicus (Aramli et al., 2015) e
Pseudosciaena crocea (Ai et al., 2007). Souza et al. (2020) investigaram os efeitos da
incorporacdo de BG a 0,1 mg LY e 0,3 mg L™ na agua, analisando o desempenho
produtivo e microbiota intestinal de tilapias-do-Nilo. Ndo foram observadas diferencas
estatisticas nos resultados do referido estudo; entretanto, 0s autores observaram
diferencas numéricas entre os tratamentos suplementados sugerindo que o BG pode
influenciar a microbiota. Nesse estudo, o tempo de suplementacdo do BG (21 dias) foi
inferior ao avaliado por Pilarski et al. (2017) e por EI Murr et al. (2019), a saber 30 e 90
dias, respectivamente. Considerando as diferencas numéricas observadas por Souza et al.

(2020) e o curto tempo de suplementacdo em comparacdo a outros estudos, além do
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método de suplementacdo, é possivel inferir que efeitos positivos de BG na microbiota e
ganho de peso podem estar associados a maiores periodos de suplementacdo. Com isso,
explicita-se a necessidade de estudos futuros focados na saude intestinal e desempenho

produtivo de tilapias com tempos de suplementacdes superiores.

Com a constante intensificacdo da piscicultura, os peixes tém sido cada vez mais
expostos a patdgenos e ambientes de pior qualidade favorecendo surtos infecciosos, o que
torna o fato, uma das principais preocupagdes para a producéo intensiva de peixes (Barros
et al., 2014). Dentre as bactérias de maior impacto na producdo de tilapias, estdo
Aeromonas hydrophila, Streptococcus Inae e S. agalactiae (Kuebutornye et al., 2020). A
necessidade da busca por alternativa a antimicrobianos resultou no reconhecimento do f3-
glucano como imunoestimulante capaz de aumentar a resisténcia contra patégenos. Nos
estudos considerados nesta meta-analise, a taxa de sobrevivéncia em grupos que
receberam BG (Figura 2) foi 63,25% maior. Dentre as pesquisas consideradas, observou-
se a prevaléncia de desafios realizados com A. hydrophila (33,3%), S. inae (25%) e S.
agalactiae (16%), indicando seu potencial contra 0s principais patégenos de interesse
comercial, tanto bactérias gram-positivas como gram-negativas, corroborando 0s
resultados obtidos por Salah et al. (2017), Neamat-Allah et al. (2020a) e Koch et al.

(2020).

Apesar dos resultados positivos, ndo foi observado relacdo entre a dose e a
sobrevivéncia. Para recomendacdo da dosagem de imunoestimulantes, diversos
parametros sdo considerados, entre eles: espécie, método e tempo de aplicacdo (dieta,
injecdo ou imersdo) além da fonte de extracdo do BG. Por exemplo, levedura e trigo
contém glucanos de cadeia 1,3/1,6 com maior peso molecular e maior atividade biologica
comparado aos glucanos encontrados em cevada (Akramiene et al., 2007; Meena et al.,

2013; Mugwanya et al., 2022). Atualmente, a administracdo de pB-glucano via dieta € a
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mais utilizada devido a facilidade de administracéo, ndo sendo estressante como a injecao
ou ndo havendo limitacdo do tamanho do animal e espaco como em banhos de imersao,
tendo a inclusdo de 0,1% na dieta considerada ideal (Sado et al., 2016; Koch et al., 2021).
Com isso, 0 estudo considerou apenas pesquisas realizadas com a suplementacéo via oral
na dieta para relacdo de dose. No entanto, diversos estudos ndo forneciam descrigéo da
fonte do PB-glucano utilizado ou caracterizagdo das estruturas presentes. Os fatores
descritos inviabilizaram a recomendacdo de dosagem especifica para aumentar a

sobrevivéncia de tilapias-do-Nilo.

Neste estudo, os dados dos parametros hematologicos, imunoldgicos e expresséo
génica foram agrupados em duas categorias: sem ou com desafio (ex. bacteriano, térmico,
quimico). A hematologia é um dos parametros em estudos com peixes que reflete seu
estado fisiologico demonstrando, portanto, o estado de satde animal e, por consequéncia,
a capacidade de resposta imune (Fazio, 2019, Ahmed et al., 2020). Nesta analise foi
observado efeito positivo da suplementacdo do p-glucano em indices como Htc, Hb e CE
em situacdes sem desafio e na PPT e Gb apds desafio. Essa melhora nos parametros esta
de acordo com Dawood et al. (2020a) que observaram aumento na PPT e Gb em tilapias-
do-Nilo alimentadas com dietas suplementadas com 0,5% de BG (85% Daigon Japan®) e
Sahan e Duman (2010) que observaram efeito positivo na CE em tilapias alimentadas
com dietas suplementadas com 0,1% e 0,5% de BG (Immunex®). A manutencio desses
parametros permite que o animal tenha capacidade de resposta fisiologica frente a
desafios, com melhor capacidade de transporte de oxigénio e manutencdo da homeostase,
corroborando com o aumento na taxa de sobrevivéncia apds desafios observado neste

estudo.

Adicionalmente, foi avaliado a influéncia da suplementagdo de BG na atividade

da lisozima. Tal enzima é componente do sistema imune inato, sendo produzida por
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leucécitos, principalmente neutréfilos e macréfagos, com alto poder antimicrobiano.
Devido a maior participagdo na imunidade de peixes quando comparado a mamiferos, sua
atividade € comumente utilizada como biomarcador de respostas imunolégicas ndo
especificas (Magnadottir, 2005; Firdaus-Nawi e Saad, 2016). Nesta meta-analise,
observou-se que a suplementacdo de BG foi capaz de promover melhora na atividade da
lisozima sérica tanto em situacdo ausente de desafio quanto apds, reforcando a capacidade
de atuagdo no sistema imune de til&pias, como observado em estudos prévios (EI-Boshy
et al. 2010; Lu et al., 2019; Neamat-Allah et al., 2020a). Este aumento pode ser atribuido
a afinidade de ligacdo do B-glucano aos receptores em macrofagos, estimulando sua
ativacdo (Muller et al., 2000) e também pela capacidade do produto em estimular a
diferenciagdo de macrofagos imaturos (Paulsen, 2001). Esta hipdtese € corroborada,
ainda, pela maior producdo de anion oOxido (O2) em tilapias alimentadas com dietas
suplementadas com 0,1% de BG (MacroGard®), conforme observado por Koch et al.

(2020), sugerindo maior atividade fagocitaria dos leucocitos.

A fagocitose € um componente celular do sistema imune inato essencial na defesa
contra patdgenos capaz de limitar o desenvolvimento dos microrganismos,
desempenhando ainda fungéo de reconhecimento dos patégenos, atuando como meio de
ativacdo da imunidade adaptativa no animal (Harikrishnan et al., 2011; Biller e Takahashi,
2018). No presente estudo, nao foi observada diferenca estatistica na atividade fagocitica
entre 0s grupos que receberam BG apesar da expressiva diferenca numeérica.
Controversamente, quando os estudos realizados com tilapias alimentadas com dietas
suplementadas com BG foram analisados separadamente, observou-se aumento da
atividade fagocitaria a exemplo de Dawood et al. (2020c), Sahan e Duman (2010) e EI-
Boshy et al. (2010), sendo este aumento atribuido a capacidade de ligacdo com receptores

especificos de BG na membrana das células fagociticas, como observado em salmédo do
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Atléntico (Salmo salar L.) por Engstad (1993). Esta discrepancia entre resultados
possivelmente ocorreu devido a diferenca dos modelos estatisticos possiveis de serem

utilizados em uma meta-analise.

A imunoglobulina M (IgM) é a principal classe de imunoglobulinas presente em
peixes e vital como indicador da resposta adaptativa humoral, desempenhando papel
fundamental na prevencdo e controle de doencas (Magnadéttir, 1998; Chen et al., 2013).
A andlise do estudo demonstrou que a suplementacdo com BG para tilapias resultou no
aumento da IgM sérica. De fato, o B-glucano apresenta alta capacidade imunomoduladora
na resposta adaptativa em peixes, assim como comprovado por Hosseny et al. (2018) em
tildpias-do-Nilo e em truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) por Ghaedi et al. (2011). No
entanto, seu mecanismo de acdo ndo foi completamente elucidado, tendo o efeito
potencialmente atribuido a capacidade prebiotica do p-glucano, estimulando a
proliferacdo e ativacdo de linfocitos B, responsaveis pela producédo de imunoglobulinas

(Ringe et al., 2010).

O incremento na capacidade de producdo de anticorpos suporta ainda mais a
eficdcia da suplementacgdo de B-glucano frente a desafios bacterianos, podendo ainda se
tornar, na préatica, ferramenta estratégica na vacinacdo dos peixes como coadjuvante,
melhorando a capacidade de resposta imunoldgica apds vacinacdo. A exemplo, Suanyuk
e Itsaro (2011) observaram melhora no percentual de sobrevivéncia relativa apds desafio
com S. inae em tilapias vermelhas (O. niloticus x O. mossambicus) vacinadas (S. inae +
2% BG MacroGard®) quando comparado ao tratamento que recebeu somente a vacina
isolada. Como discutido anteriormente, por estar associada a saude geral do animal, a
producdo de imunoglobulinas ainda pode melhorar o desempenho produtivo
principalmente em situacGes de desafio. EI-Murr et al. (2019) sugeriram que a analise em

associacao de IgM e lisozima, a qual demonstrou melhora em ambos os parametros, pode
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explicar o melhor desempenho produtivo observado em tilapias-do-Nilo alimentadas com
dietas suplementadas com 0,4% de BG (Best Choice Pharma®), ndo desafiadas ou
desafiadas com fipronil, agrotdéxico comumente utilizado em préaticas agropecuérias

(Moreira et al., 2021).

As proteinas de choque térmico (HSPs) desempenham papel fundamental na
sintese e reparacdo de proteinas (Bolhassani e Agi, 2019). Também séo responsaveis pela
manutencdo da homeostase celular em situacfes de estresse ou choque térmico, tendo
como resposta 0 aumento na producdo e liberagdo das HSPs em casos de mudangas
ambientais adversas (Quintana e Cohen, 2005; Yamashita et al., 2010). O presente estudo
observou grande varia¢do nos resultados da expressdao do gene HSP70 em tilapias que

receberam B-glucano apds desafio.

Dawood et al. (2020a; 2020c) atribuiram a ndo alteracdo ou diminuicdo na
expressdo de HSP70 a capacidade antioxidante promovida pela suplementacdo de BG,
protegendo as células do estresse oxidativo e poupando a necessidade da producdo de
novas proteinas. Por outro lado, Salah et al. (2017) e Reis et al. (2021) observaram
aumento na expressao do gene HSP70 apos desafio, atribuindo a suplementacéo de BG a
melhor capacidade de resposta do organismo frente ao desafio. Estas divergéncias podem
ser resultantes dos diferentes desafios realizados, sendo nos casos que foram observados
diminuicdo ou ndo alteracdo da expressao do gene, realizado desafio quimico e estresse
por adensamento, com 0s peixes em contato crénico com o agente estressor. Por outro
lado, os estudos nos quais observou-se 0 aumento na expressdao do gene, foram feitos
desafios bacterianos, caracterizado por desafio sibito com menor tempo de resposta e

maior danos ao animal.
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O estresse oxidativo ocorre quando ha desbalanceamento entre a producdo de
radicais livres e a atividade do sistema antioxidante, com os produtos gerados ndo sendo
efetivamente neutralizados no organismo (Sies, 1985). As enzimas SOD e CAT séo
essenciais na defesa fisioldgica do animal (Lesser, 2006), sendo a primeira responsavel
por catalisar a dismutacdo do anion superoxido em peroxido de hidrogénio (H202), e a
segunda em converter o H2O. gerado em oxigénio molecular e agua (Halliwell e
Gutteridge, 2007). O uso de B-glucano é ferramenta estratégica no combate ao estresse
oxidativo devido ndo somente a capacidade de modulacdo do sistema antioxidante,
promovendo maior resposta a producao das enzimas antioxidantes SOD, CAT, glutationa
transferase (GSTs) e glutationa peroxidase (GPx) (Pogue et al., 2021), como também
devido a possivel capacidade antioxidante do produto demonstrada em estudos in vitro,

capaz de sequestrar radicais livres (Kofuji et al., 2012; Zhang et al., 2022).

Neste estudo, foi observado, em maior frequéncia, que a suplementagdo de -
glucano promoveu melhora na expressédo do gene de SOD e CAT. EI-Murr et al. (2019)
constataram que a suplementagdo de 0,4% BG (Best Choice Pharma®) em tilapias-do-
Nilo intoxicadas com Fipronil promoveu diminui¢cdo nos niveis de malondialdeido
(MDA), aumento da atividade da enzima glutationa redutase (GSH) e maior expressao
dos genes de enzimas antioxidantes SOD e CAT. Dawood et al. (2020a) analisaram
amostras histoldgicas das guelras, intestino, figado e baco de tilapias-do-Nilo alimentadas
com dietas suplementadas com 0,5% BG (Daigon Japan®) e intoxicadas com
deltametrina. O autor observou a manutencdo ou melhora dos tecidos quando comparado
ao grupo controle intoxicado, comprovando a efetividade do B-glucano na mitigagcdo dos

danos causados pelo estresse celular.

Comiisso, é possivel inferir que o B-glucano é capaz de proteger do estresse celular

em casos de desordem leve ou crbnica, por meio da neutralizacdo dos radicais livres
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promovidas pela sua propriedade antioxidante mas, caso necessario, ainda é capaz de
promover a modulacgdo do sistema antioxidante por meio da estimulagéo da produgéo de

enzimas antioxidantes ou das proteinas de choque térmico.

As citocinas IL-1B ¢ TNF-a, produzidas principalmente por células de defesa
como macrofagos e linfocitos, sdo responsaveis pelo desencadeamento da resposta
inflamatoria além de regular a producdo de outras citocinas, garantindo resposta imune
apropriada e auxiliando na prevencéo de doencas e mortalidade (Dinarello, 2000; Striz et
al., 2014). E esperado que o B-glucano atue na expressdo de citocinas pro-inflamatorias
por meio da ativagdo das celulas responsaveis pela producdo de citocinas, como nas
células de defesa (i.e., macrdéfagos e leucdcitos) devido a capacidade de ligacdo a
receptores especificos na superficie (Brown e Gordon, 2003), como também por meio da
presenca dos padrfes de reconhecimento de patégenos (PAMPS) nas células dendriticas
(Dinarello et al., 2010; Meena et al., 2013). De fato, os resultados demonstrados no
estudo indicam maior frequéncia no aumento da expressdao de TNF-a apos desafio, no
entanto ha grande divergéncia entre os resultados para a expressdo do gene IL-1B. Esta
variedade de resultados pode estar associada a diferenca do 6rgao de andlise utilizado
para realizacdo da expressdo génica, com 6rgaos desempenhando diferentes papeis na
hematopoiese e imunidade do animal. A exemplo, Xu et al. (2020) analisaram a expressao
do gene TNF-a em tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas suplementadas com 0,2% e
0,4% de BG (SwissABAC®) em condicdo de hiper salinidade, sendo observada
diminuicdo da expressdo do gene no figado dos animais alimentados com dietas
suplementadas com BG; no entanto, houve aumento na expressdo do gene no rim cranial.
Reis et al. (2021) propdem ainda que ha casos de troca na expressdo dos genes entre o
figado e o rim cranial, com a diminuigdo no primeiro 6rgdo e, consequente, elevacdo da

expressdo no segundo.
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O objetivo deste estudo foi explorar os beneficios do p-glucano com foco na
tilapia, espécie de peixe mais produzida no Brasil, fornecendo respostas mais
contundentes e demonstrando a capacidade do produto como alternativa ao uso de
antibimicrobianos na indUstria de producdo de peixes. A analise dos artigos considerados
nessa pesquisa, indica que o método de administra¢do mais utilizado do B-glucano em
tilapias € via dieta, com doses entre 0,1% e 0,5%. No entanto, é importante ressaltar a
variacdo encontrada entre trabalhos publicados nas doses devido a diferentes graus de
pureza e concentraces do B-glucano utilizado. Debate-se também sobre a utilizacdo de
B-glucano por periodos prolongados, o qual poderia causar imunossupressao. Entre os
estudos analisados, observou-se efeito positivo nos parametros imunolégicos de tilapias
alimentadas com dietas suplementadas por 15 até 90 dias, demonstrando que € possivel

utilizar o produto por longos periodos sem prejuizo ao animal.

No geral, a suplementagdo de B-glucano contribui na saide do animal por meio da
melhora nos parametros hematoldgicos e imunologicos, sendo efetivo na modulacédo do
sistema imune inato e adaptativo que resultam, na pratica, em melhora de até 62,5% na
sobrevivéncia contra infecces bacterianas. O B-glucano também apresenta capacidade
antioxidante e pode, portanto, protege o animal em situacdes de estresse como manejos e
contatos com quimicos na agua, sendo que a melhora na saude geral pode, ainda,
contribuir para 0 maior ganho de peso. Novos estudos ainda devem ser conduzidos para
investigar melhor a relagdo da suplementagéo de B-glucano com o desempenho produtivo,
explorando tempos superiores de administracéo e realizando analises especificas para esta

finalidade.

Com isso, conclui-se que o B-glucano se apresenta como estratégia nutricional e
alternativa sustentavel efetiva para a tilapicultura, capaz de diminuir os prejuizos

econdmicos causados pela intensificagdo da producgdo e, também, pelos novos desafios



57

sanitarios, reduzindo a utilizacdo de antimicrobianos que potencialmente trazem riscos ao

consumo humano e meio ambiente.
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Figura 1. Fluxograma das informacdes em um processo de revisdo sistematica de meta-

analise (Moher et al., 2009).
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Estudos Peso (%), Estimado, [95% CL]
Koch et al., 2021 —— 3.58% 0.97 [-1.31, 3.25]
Koch et al., 2021 —— 4.64% 1.93[0.05, 3.81]
Koch et al., 2021 . 549% 1.85[0.35, 3.35]
Dawood et al., 2020b L e 0.45% 4.56[3.38, 5.74]
Dawood et al., 2020d |—-—< 0.45% 1.44[-0.01, 2.89]
Dawood et al., 2020c PormH 10.43% 3.40[2.18, 4.62]
Dawood et al., 2020c : - 10.07% 6.64 [5.38, 7.90]
Dawood et al., 2020c L 10.55% 2.17[0.96, 3.38]
Neamat-Allah et al., 2020a e 0.46% 9.08[8.01,10.15]
Neamat-Allah et al., 2020b (o 0.46% 6.97 [6.10, 7.84]
Xu et al., 2020 —— 1.67% -2.68[-5.35, -0.01]
Xu et al., 2020 —— 1.64% -3.20 [-6.04, -0.36]
Souza et al., 2020 - 24.80% 0.14 [-0.58, 0.86]
Souza et al., 2020 ] 24.85% 0.32[-0.34, 0.98]
El-Murr et al., 2019 (- 0.46% 6.02[5.30, 6.74]
Estimativa combinada do modelo de regressdo | 100.00% 3.49[1.10, 5.89]

| | | | | |
-10 -5 0 5 10 15

Difereng¢a do ganho de peso padronizada

Figura 2. Efeito do B-glucano no ganho de peso em tilapias em comparacao ao tratamento
controle.
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Figura 3. Efeito do B-glucano na sobrevivéncia em tilapias submetidas a desafio bacteriano
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Figura 4. Parametros hematologicos de tildpias que receberam B-glucano antes e apos desafio (Letras mindsculas comparam
grupo ndo desafiado; letras mailsculas comparam grupo desafiado onde P<0,05).
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Figura 5. Parametros imunoldgicos de tilapias que receberam B-glucano antes e apds desafio (PC = Ponto critico, PCD =
Ponto critico desafiado) (Letras minisculas comparam grupo nao desafiado; letras maitsculas comparam grupo desafiado

onde P<0,05).
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Tabela 1. Andlise descritiva de genes expressados em tilapias suplementadas com p-glucano com ou sem desafio. (Fi = Frequéncia inferida, Fr = Frequéncia relativa,

HSP70 = Heat Protein Shock 70, TNF-o = Fator de Necrose Tumoral Alfa, IL-1f = Interleucina 1 beta, CAT = Catalase, SOD = Superoxido dismutase ).

Efeito do beta glucano na expressao de gene em relagdao ao tratamento controle sem desafio

Gene expressado HSP70 (n=5) TNF-at (n=8) IL-1B (n=6) CAT (n=4) SOD (n=4)

Fi Fr Fi Fr Fi Fr Fi Fr Fi Fr
Sem alteragao 3 60 3 37,5 1 g 16,66 3 75 3 75
Aumento 2 40 5 625 5 8333 1 25 . .
Diminuicao - - - - - - - - 1 25
Tabela 1.1
Efeito do beta glucano na expressao de gene em relagdao ao tratamento controle desafiado
Gene expressado 'HSP70 (n=5) .TNF-a (n=8) . IL-1B (n=6) . CAT (n=4) . SOD (n=4)

Fi Fr Fi Fr Fi Fr Fi Fr Fi Fr
Sem alteragao 2 40 2 25 2 g 33,33 1 20 25
Aumento 2 40 5 62,5 2 g 33,33 4 80 75
Diminuicio 1 20 17 125 2 7 3333 - i i -

Tabela 1.2
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ImplicacGes
A piscicultura tem sido um dos setores de producao animal que mais tem crescido
no Brasil, com a tilapia sendo a principal espécie produzida. Este crescimento trouxe
também novos desafios, sendo a questdo sanitaria uma das principais causas de prejuizo
econdmico ao produtor. Aliado a esse problema, a utilizagdo de antimicrobianos tem sido
cada vez mais questionada, com restricdes de uso ou proibicdo em diversos paises. Desta
forma, alternativas como o B-glucano tem sido estudado visto sua alta capacidade

imunomoduladora, melhorando a capacidade de resposta do animal quando desafiados.

A suplementagao de B-glucano, no geral, promoveu melhora na saude, o qual foi
comprovada pela maior producdo de imunoglobulinas G, lisozima e melhora nos
pardmetros hematologicos. Alem disso, foi observado aumento na expressdo de genes
relacionados a resposta inflamatoria e antioxidante, principalmente em situacdes de
desafio sanitario, podendo serem quimicos, de manejo ou microbiologicos. Esta melhora
na saude geral corrobora com o aumento observado na sobrevivéncia das tilapias

desafiadas contra as principais bactérias de interesse comercial.

Apesar dos estudos com B-glucano focarem sua capacidade imunomoduladora, a
presente analise também demonstrou, com maior amostragem de dados, que o aditivo é
capaz de promover aumento no ganho de peso dos animais, algo recentemente discutido

na literatura e que reforca o apelo comercial do produto para os produtores.

Em suma, fica evidenciado 0 potencial do wuso de p-glucano como
imunomodulador na tilapicultura, sendo efetivo tanto na reducdo da mortalidade como

também na melhora do desempenho produtivo.
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