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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este estudo visa oferecer uma contribuicdo significativa ao campo da aquicultura,
particularmente no que diz respeito & saude e ao bem-estar dos peixes. Ao
demonstrar os efeitos positivos da Aloe vera na reducdo do estresse oxidativo, na
modulacdo da resposta imune e na melhoria do perfil metabdlico dos pacus, é
possivel sugerir a adocdo de estratégias similares nos peixes utilizados na
aquicultura. Além disso, ao considerar os potenciais beneficios econémicos da
utilizacdo de imunoestimulantes naturais, como a Aloe vera, acreditamos que nossa
pesquisa possa contribuir para o desenvolvimento de praticas mais sustentaveis e
economicamente viaveis na industria da piscicultura. Ao oferecer uma alternativa aos
aditivos medicamentosos tradicionais, esperamos que a adoc¢éo generalizada dessa
pratica possa ndo s6 melhorar a saude dos peixes, mas também reduzir os custos
de producdo. Em resumo, o objetivo geral dessa pesquisa ndo € apenas ampliar
nosso entendimento sobre os beneficios da Aloe vera na aquicultura, mas também
inspirar préaticas éticas, sustentaveis e economicamente vidveis na criacdo de
peixes, contribuindo assim para o desenvolvimento sustentavel do setor e para o
bem-estar geral dos animais e da sociedade. Esta investigacdo esta alinhada com
vérios Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), incluindo Fome Zero (ODS
2), Saude e Bem-Estar (ODS 3), Trabalho Decente e Crescimento Econémico (ODS
8) e Vida Abaixo da Agua (ODS 14).

THE POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This study aims to offer a significant contribution to the field of aquaculture,
particularly concerning the health and well-being of fish. By demonstrating the
positive effects of Aloe vera in reducing oxidative stress, modulating immune
response, and improving the metabolic profile of pacus, the data suggest the
adoption of similar strategies in fish farmed aquaculture. Furthermore, considering
the potential economic benefits of using natural immunostimulants such as Aloe vera,

we believe our research can contribute to the development of more sustainable and



economically viable practices in the fish farming industry. By providing an alternative
to traditional medicinal additives, we hope that widespread adoption of this practice
can not only improve fish health but also reduce production costs. In summary, the
overarching goal of this research is not only to expand our understanding of the
benefits of Aloe vera in aquaculture but also to inspire ethical, sustainable, and
economically viable fish farming practices, thereby contributing to the sustainable
development of the sector and the overall well-being of animals and society. This
research is aligned with several Sustainable Development Goals (SDGs), including
Zero Hunger (SDG 2), Health and Wellbeing (SDG 3), Decent Work and Economic
Growth (SDG 8) and Life Below Water (SDG 14).
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RESUMO

No contexto diversificado da aquicultura, o0s peixes enfrentam
diariamente uma série de desafios que alteram seu equilibrio
homeostatico, gerando desarranjos nos sistemas metabdlico,
antioxidante e imune. Nesse cenario, estratégias sdo exploradas para
auxiliar na restauracdo da homeostase, preparando os animais para
enfrentar futuros desafios, sejam eles ambientais ou patolégicos. Uma
dessas estratégias em foco é o uso de imunoestimulantes naturais,
como a Aloe vera. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar as
alteracbes metabdlicas, respostas do sistema imune inato e do sistema
antioxidante de pacus (Piaractus mesopotamicus) alimentados com
dieta suplementada com A. vera (1%), em diferentes protocolos, e
depois injetados intraperitonialmente com LPS (Lipopolissacarideo
derivado da Escherichia coli). Foram utilizados 160 juvenis de pacu
(54,71 + 9,24q), distribuidos em 16 caixasde 100 litros, submetidos a
guatro protocolos alimentares ao longo de 29 dias, sendo alimentacao
continua com racdo comercial, alimentacdo continua com racéo
comercial suplementada com Aloe vera; alimentacdo pulsada com
racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15 dias e
outra alternada a cada 7 dias. Os peixes foram amostrados para coleta
de material biol6gico ap6s a aplicacao dos protocolos e apds a injecao
de LPS. Os resultados deste estudo mostraram que a suplementacao
dietaria com Aloe veraem juvenis de pacu, desafiados com LPS apoés o
periodo de alimentacdo de 28 dias, independente do protocolo
utilizado, modulou os indicadores estudados. No caso das respostas
metabdlicas, reduziu as concentracdes de lipideo hepatico; no sistema
imune, reduziu a atividade respiratéria apdés uma resposta inicial de
ativacado, ativou a atividade serica da lisozima e hemolitica do sistema

complemento, logo apdés o desafio, e minimizou a linfopenia e



promoveu o aumento de mondcitos; por fim, ativou também o sistema
antioxidante, aumentando a atividade hepatica da SOD, CAT, GST,
bem como a concentracdo do substrato das enzimas, a GSH,
reduzindo, por fim, o0 estresse oxidativo, com menor peroxidacéo
lipidica. Com isso, é possivel concluir que, independentemente do
protocolo alimentar adotado, a suplementacéo dietética de A. vera (1%)

foi benéfica para as respostas imunes e antioxidantes em pacus.

Palavra-chave: Imunidade, Enzimas antioxidantes, Imunoestimulante,

Pacu.



ABSTRACT

In the diverse context of aquaculture, fish face a myriad of challenges
on a daily basis that disrupt their homeostatic balance, causing
disturbances in metabolic, antioxidant, and immune systems. In this
scenario, strategies are explored to assist in restoring homeostasis,
preparing the animals to face future challenges, whether environmental
or pathological. One such focused strategy is the use of natural
immunostimulants, such as Aloe vera. Thus, this study aimed to
evaluate the metabolic alterations, responses of the innate immune
system, and antioxidant system of pacu fish (Piaractus mesopotamicus)
fed with a diet supplemented with A. vera (1%), under different
protocols, and then intraperitoneally injected with LPS
(lipopolysaccharide derived from Escherichia coli). One hundred and
sixty juvenile pacus (54.71 = 9.24g) were used, distributed in 16 tanks
of 100 liters, subjected to four feeding protocols over 29 days, including
continuous feeding with commercial feed, continuous feeding with
commercial feed supplemented with Aloe vera; pulsed feeding with
commercial feed supplemented with A. vera alternated every 15 days
and another alternated every 7 days. Fish were sampled for biological
material collection after the application of the protocols and after LPS
injection. The results of this study showed that dietary supplementation
with Aloe vera in juvenile pacus, challenged with LPS after a 28-day
feeding period, regardless of the protocol used, modulated the studied
indicators. In terms of metabolic responses, it reduced hepatic lipid
concentrations; in the immune system, it reduced respiratory activity
after an initial activation response, activated the serum lysozyme and
hemolytic activity of the complement system shortly after the challenge,
and minimized lymphopenia while promoting an increase in monocytes;

finally, it also activated the antioxidant system, increasing hepatic



activity of SOD, CAT, GST, as well as the concentration of enzyme
substrates, GSH, ultimately reducing oxidative stress with lower lipid
peroxidation. Therefore, it can be concluded that, regardless of the
adopted feeding protocol, dietary supplementation of A. vera (1%) was

beneficial for immune and antioxidant responses in pacus.

Keywords: Immunity, Antioxidant enzymes, Immunostimulant, Pacu.



1. INTRODUCAO

A produgédo de pescados no ano de 2021 totalizou 841.005 toneladas,
parte desse numero é resultante da producdo de peixes nativos, 0 que
representa no total 31,2%. Desse total, tem-se uma importante participacao
do tambaqui e pacu (Piaractus mesopotamicus) (PEIXEBR, 2023).

Esse crescimento, que se destaca a cada ano, sO é possivel por meio de
ferramentas desenvolvidas que buscam otimizar a produgéo de peixes. Uma
delas é o uso de imunoestimulantes, que visa tornar o animal mais resistentee
preparado para os desafios de agentes estressores, aos quais S0 expostos
diariamente. Os imunoestimulantes naturais sdo ferramentas consideradas
economicamente viavel, que tem origem das plantas medicinais, como a Aloe
vera (Bach e Lopes, 2007).

Conhecida popularmente como “Babosa”, apresenta diversas
propriedades medicinais benéficas, incluindo propriedades antimicrobianas,
imunomoduladoras e antioxidantes naturais (Hamman, 2008; Rajeswari et al.,
2014; Sanchez-Machado et al.,, 2017). Isso se da devido as inumeras
substancias que a compdem. Mais de 200 compostos bioativos foram
encontrados no gel de Aloe vera (Ahlawat e Khatkar, 2011), como € o caso da
vitamina C, E que atuam nos sistemas antioxidante e imune do animal, (Kayet
al., 1986; Gomes et al., 2022) de diversos aminoacidos, enzimas e polimeros
gue conferem a planta suas principais caracteristicas de ac¢do (Barbosa Filho
et. al., 2022).

Entretanto, apesar das caracteristicas citadas acima, pouco se sabe sobre
sua acdo em peixes, bem como a melhor forma de administracdo do extrato
da planta em respostas ao metabolismo energético, sistema imune e
antioxidante. Dessa forma, se faz necessario o estudo do efeito da A. vera
administrada na alimentacdo de pacu (Piaractus mesopotamicus), nestes
sistemas biolégicos, utilizando diferentes protocolos alimentares como a oferta

pulsada e continua.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pacu (Piaractus mesopotamicus)

O pacu tem uma grande representatividade cultural principalmente nos
estados do Centro-oeste e Norte, além de ter grande aceitacdo em outros
estados (Peixe BR, 2022). Tem origem na América do Sul, se distribui pela
regido neotropical e pode ser encontrado nas bacias dos rios Parana,
Paraguai. Essa espécie pertence a ordem Chariciformes, da familia
Characidae, subfamilia Myleinae e género Piaractus (Urbinati & Takahashi,
2020). Seu habito alimentar € caracterizado como onivoro, ele se alimenta
principalmente de frutas, flores, sementes, folhas e eventualmente de insetos,
moluscos e outros peixes disponiveis no ambiente (Bicudo et al., 2016).

No seu ambiente, 0 pacu é exposto a diversos desafios diariamente.
Como variagbes na qualidade fisico-quimica da agua (temperatura, oxigénio
dissolvido, pH e alcalinidade) que podem exercer uma série de respostas
fisiologicas que desencadeiam diversas respostas prejudiciais ao seu
desempenho e imunidade. Além das descritas anteriormente, em condi¢cdes
de sistemas producéo, os peixes de cultivos sdo expostos a outros agentes
estressores como: selecao de individuos, transporte, biometrias periddicas,
exposicao aérea, patdogenos, entre outros, todos que podem gerar um impacto
ainda maior para integridade do animal quando ndo executadas da maneira
adequada (Barton et al., 2002; Bacchetta et al., 2020).

Frente a condicbes estressoras, 0 organismo do peixe passa por uma
série de reacbes com o intuito de contornar aquele desafio, se adaptar e
manter a sua integridade e homeostase, o que caracteriza o processo de
estresse (Wendelaar Bonga, 1997). Quando o animal reconhece o agente
estressor, inicia uma série de reagdes no sistema nervoso central (SNC) por
duas diferentes vias ou eixos que caracterizam a resposta primaria.
Inicialmente, através das fibras simpaticas, ocorre o estimulo das células
cromafins (localizadas no rim cefalico) que liberam catecolaminas. Em
seguida, é ativado o eixo do hipotdlamo, o qual ira produzir e liberar o
horménio liberador de corticotrofina (CRH), que estimula a liberacdo de
corticotropina (ACTH) na hipdfise, que, por sua vez, estimula as células
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interrenais para liberacdo de glicocorticoides (Barton e Iwama, 1991;
Wendelaar Bonga, 1997).

Os glicocorticoides (cortisol) e catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e
dopamina) sdo 0s responsaveis por iniciar a resposta secundaria, marcada
como a fase em que o animal tenta se adaptar a condicdo adversa e ativa
mecanismos de ajuste como forma de restabelecer a homeostase, por meio
do aumento do fluxo e permeabilidade branquial, aumento no ndmero de
eritrocitos, concentragdo glicose plasmética e batimentos cardiacos (via
catecolaminas) ou reducdo da proteina muscular e da funcdo imune e
aumento do glicogénio hepatico (via glicocorticoides). Todos esses processos
irdo garantir energia e oxigenagdo para os tecidos se manterem durante o
desafio causado pelo agente estressor (Barton e lwama, 1991; Wendelaar
Bonga, 2011; Urbinati etal., 2014).

Em situagbes em que o agente estressor atua de modo constante ou por
longos periodos, as respostas secundarias deixam de ser benéficas e com
carater adaptativo e passam a ser disfuncional de modo a causar inUmeros
danos como a piora nos parametros de desempenho e reproducéo, prejuizosa
saude do animal como comprometimento do seu sistema imune é
comprometido (Mommsen et al., 1999; Urbinati e Carneiro, 2004).

O excesso de cortisol na circulacdo sanguinea € o fator resultante do
comprometimento do sistema imune do animal. O mesmo, é capaz de
prejudicaro funcionamento de 6rgaos linfopoieiticos (figado, baco e rim), assim
diminuira producédo de células brancas e linfocitos (Ellis, 1981; Ellsaesser e
Clem, 1987). Para garantir o bom funcionamento desse sistema, outro
importante mecanismo € levado em consideracéo, o metabolismo energético.

O metabolismo energético € o mecanismo responsavel por garantir
substratos para sustentar o bom funcionamento dos demais sistemas
fisiologicos (Godoy et al., 2008), pois a partir dele ocorrem as primeiras
alteracOes e adaptacdes apds os desafios. O metabolismo energético e a
mobilizacdo de diferentes reservas energéticas séo indicadores da condicéo
fisiologica do animal e de como ele ir4 enfrentar a adversidade (Gimbo,et
al.,2015).



2.2 Sistemaimune

Um importante sistema biolégico responsavel pela preservagdo da saude
do animal é o sistema imune, composto por uma série de estratégias que
visam preparar 0 organismo contra a acdo de patdgenos, toxinas e
microrganismos que, de alguma forma, possam prejudicar o seu equilibrio
interno (Bayne e Gerwick, 2001; Tizard, 2002).

O sistema imune possui dois componentes: inato e especifico. Ambos
apresentam o mesmo fundamento, que consiste no reconhecimento do corpo
estranho e na defesa realizada pela agdo em conjunto entre células e fatores
humorais, os quais irdo elimina-los ou realizar a ativagdo de um préximo
mecanismo de defesa (Secombes e Wang, 2012). A diferenca € que o inato é
acionado imediatamente diante do agente estranho e o0 especifico em
reinfeccdo, quando a memoaria da resposta é ativada.

O sistema imune inato é composto por parametros fisicos, humorais e
celulares, que em conjunto formam a primeira barreira que age de forma
rapida contra a presenca de patégenos e componentes estranhos ao corpo. O
parametro fisico é o tegumento: associacdo da pele, escamas e muco, queage
como uma protecao fisica e recobre todo o corpo do peixe (Dalmo et al., 1997,
Urbinati et al., 2014). Além disso, 0 muco protege também as branquias e o
epitélio do trato gastrointestinal (TGI). Essa protecdo s6 € possivel devido a
composicdo do muco, que contém inumeras proteinas do sistema
complemento, peptideos bactericidas e lisozima, com ac¢do antimicrobiana,
sendo, geralmente, efetivos nesse processo (Ellis, 2001).

Entretanto, quando essa barreira é ultrapassada e o agente consegue
atingir tecidos e corrente sanguinea, elas serdo reconhecidas e combatidas
pelos componentes celulares: trombocitos, leucdcitos, macréfagos,
granulécitos (neutroéfilo, eosindfilo e basofilos) e células citotoxicas (natural
killers) (Ellis, 2001; Urbinati et al.,, 2014). Na corrente sanguinea, mais
precisamente no soro, 0S componentes humorais notam a presenca da

infeccdo e aumentam suas concentracdes com objetivo de conter a



proliferacdo do patdégeno em outros tecidos, vasos e evitar danos. Fazem
parte desses componentes humorais: lisozima, proteina C reativa, peptideos
antibacterianos, proteinas do sistema complemento, transferrina e
antiproteases (Ellis, 2001).

A lisozima, componente humoral produzido por leucdcitos, normalmente é
encontrada em tecidos linfoides, soro, plasma, pele, boca, branquias e TGI
(Murray e Fletcher, 1976; Lie et al., 1989). Tem a capacidade de agir contra
parasitas, virus e é responsavel pela lise da parede celular de bactérias gram-
positivas. Entretanto, ao agir juntamente com as proteinas do sistema
complemento séo capazes de destruir também, bactérias gram-negativas.
Dessa forma, andlises de concentracédo e/ou atividade de lisozima, permitem
determinar a condi¢do imune do animal (Paulsen et al., 2003).

Outro mecanismo importante para o € a atividade respiratéria de leucécitos
(“burst oxidativo”). Esse processo ocorre devido ao aumento no nivel de
oxigénio molecular, originado da atividade fagocitaria de algumas células, o
qual posteriormente sera reduzido em H202 e em sequéncia de outras
Espécies reativas de oxigénio (EROs), substanciascom potencial bactericida e
capaz de agir contra patégenos (Rauta et al., 2012; Biller-Takahashi et al.,
2015).

As proteinas do sistema complemento, um conjunto de 35 proteinas
solaveis no plasma, exercem seu papel a partir da fagocitose, opsonizacao,
quimiotaxia de leucécitos e inativacdo das toxinas liberadas pelas bactérias.
Esses mecanismos sdo ativados a partir de trés vias: via classica, via
alternativa e via lectina (Urbinati et al., 2014). Entre todas, a mais comum e
mais importante em peixes é via alternativa, a qual & ativada através da
identificacdo de componentes da superficie de microrganismo e € por meio
desse mecanismo que se avalia o sistema imune do animal (Yano, 1996).
Entretanto, apds a ativacdo das proteinas de cada uma das vias o efeito
cascata € o mesmo: lise celular resultado de acgbes prévias de determinados
peptideos; macréfagos e neutroéfilos direcionados para o local da infeccao e a
inativacdo das toxinas ou vestigios de parte do antigeno (Holland e Lambiris,
2002).



O outro importante mecanismo de defesa € realizado pelo sistema imune
adaptativo. Ele se baseia em uma resposta mais lenta ao agente patogénico e
sua protecdo depende de uma infeccdo anterior (Carey et al., 1999). Todo
esse processo também é arranjado a partir de componentes celulares
(linfécitos) e humorais. Essa resposta se inicia apdés a identificacdo do
patdgeno pelas células apresentadoras de antigenos (macréfagos ou células
dendriticas) que irdo fagocita-lo e apresentar seus fragmentos para o linfécitoT
auxiliar, que ira estimular, por meio de citocinas, a atividade do linfécito T
citotoxico para promover a destruicdo do patdégenos e estimular a producédo de

anticorpos (fagocito e linfécito B) (Cruvinel et al., 2010; Yada e Tort, 2016).

2.3 Sistema antioxidante

Uma das ferramentas que o animal utiliza para manter a homeostase € o
sistema antioxidante, responsavel pelo mecanismo que inativa os produtos
resultantes de processos metabdlicos aerdbicos, como a cadeia
transportadora de elétrons e oxidacdo de &cidos graxos. Que geram
moléculas com elétrons desemparelhados e significativo magnetismo, as
chamadas EROs (Barreiros e David, 2006; Hoseinifar etal., 2020).

Estas moléculas podem variar a sua conformacédo e a sua reatividade. As
espécies reativas mais produzidas diariamente sdo o anion superperoxido,
radical de hidroxila e peréxido de hidrogénio (H202). Naturalmente produzidas
na mitocéndria em processos metabdlicos que envolvem oxigénio,todas estas
moléculas tém alta capacidade de se ligar a tecidos, carboidratos, células ou
outras moléculas de modo a causar diversos prejuizos ao organismo do
animal, até mesmo a morte celular (Burton e Traber, 1990; Barreiros e David,
2006; Hoseinifar et al., 2020). Entretanto, esses danos maiores normalmente
ocorrem apos o animal passar por condicdes de estresse, nos quais ele
produz uma quantidade maior de espécies reativas que 0 seu sistema
consegue metabolizar e é esse desequilibrio a principal causa de piores
danos (Barbosa et al., 2010).

Ao ocorrer o desequilibrio na producao de ERO’s, uma das alternativas



para ajudar na reducdo da producédo e reatividade dessas substancias é
através da implementacdo de componentes antioxidantes. Esses
componentes muitas vezes sao produzidos pelo organismo do animal
(mecanismos enzimaticos) ou adquiridos através da dieta (mecanismo néo
enzimatico) (Wang et al. 2013; Franco e Mart ynez-Pinilla 2017). O ascorbato
(vitamina C), a- tocoferol (vitamina E) e pro-vitaminas A (carotenoides a-
caroteno, B- caroteno e criptoxantina), tioredoxina e glutationa. Além de de
outros nutrientes, como selénio, zinco, cobre e manganés (Holmgren,1985;
Kay et al., 1986; Machlin e Bendich, 1987; Monsen, 2000; Dickinson e Forman,
2002; Mishra et al., 2015; Pefa-Llopis et al., 2002); e 2) o mecanismo
enzimatico, que depende de enzimas especificas atuantes (Birben et al.,
2012; Mishra etal. 2015 Hoseinifar et al., 2020). Uma delas é o superoxido
dismutase (SOD), responsavel por catalisar a formagdo do peroxido de
hidrogénio(H202) através do anion superoxido. Esta enzima esta presente em
todos os tecidos animais e a sua caréncia pode comprometer a sobrevivéncia
do animal. Nessa cadeia de reacdes esta a enzima catalase, que é capar de
degradar o H20:2 e produzir moléculas de Oz e H20 (Zhang et al., 2004; Dorr et
al., 2008).

A glutationa peroxidase (GPX), grupo de enzimas que contém variacdes
guanto a sua composicao e as EROs que serao alvo da degradacao (Halliwell
e Gutteridge, 1986). De maneira geral, as GPXs sao capazes de catalisar
diferentes peréxidos: hidroperéxido lipidico, cumeno hidroperdxido e tert-butil
hidroperéxido e H202. Ademais, ha outrasimportantes enzimas que compdem
0 sistema antioxidante dos peixes, como: glutationa S-transferase (GST),
glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH),
peroxiredoxinas (Prx), tioredoxina redutase (TrxR),glutaredoxinas (Grx). Cada
uma participa de uma forma na quebra e inativacdo de determinados espécies
reativas de oxigénio e sempre busca da plena homeostase (Hermes-Lima,
2004; Bastos et al., 2007).

2.4 Lipopolissacarideo (LPS)




Uma das formas encontradas como desafio do sistema imune inato e
adaptativo do peixe € por meio da administracdo dos lipopolissacarideos
(LPS) (Swain et al., 2008; Shepherd et al., 2018; Nguyen et al., 2022). Eles
sdo compostos por um polissacarideo, lipideo (responséavel pela maior acédo
antigénica) e um nucleo. Sao parte da estrutura da parede de bactérias gram
negativas, como: Aeromonas salmonicida, Aeromonas veronii, Escherichia
coli, entre outros (Goetz et al., 2004). Ao serinoculado, o LPS é reconhecido e
resulta em uma série de respostas inflamatérias como as produzidas quando
0 organismo reconhece uma bactéria gram negativa (Bi et al., 2018).

Dessa forma, o LPS é uma ferramenta para se estudar o sistema imune de
animais sem exp6-lo a patégenos (Swain et al., 2008; Shepherdet al., 2018;
Nguyen et al., 2022) ou quando estimulados por substancias ativadoras das

respostas do sistema.

2.5 Aloe vera como imunoestimulante em peixes

Devido a reducédo do uso de antibidticos para animais de producédo, uma
da possiveis alternativas parasuprir essa substituicdo, € o uso de
imunoestimulantes, substancias usadas com intuito de aumentar a
imunocompeténcia do animal e, assim, sua resisténcia contra doengas e
infeccbes. Elas podem ser encontradas nas formas sintética, quimica,
componentes bactericidas e até naturais/biolégicas (Saurabh e Sahoo, 2008).

Os imunoestimulantes encontrados em plantas medicinais ganham cada
vez mais espago no mercado e é objetivo de varios estudos nos ultimos anos.
Essa preferéncia se da devido ao preco, facilidade de acesso, complexo de
substancias quimicas benéficas presente na sua composicdo e sua
capacidade de estimulacdo das respostas imunes do animal (Silva e
Fernandes-Junior, 2010), além de participarem como agente antimicrobiano,
antioxidantes, promotores de crescimento, estimularem o apetite e
controlarem a infestacéo parasitaria, como é o caso do alho (Allium sativum),
manjericao (Ocimum basilicum), canela (Cinnamomum zeylanicum), gengibre

(Zingiber officinale), colminho preto (Nigella sativa), Babosa (Aloe vera), entre



outros (Siwicki et al., 1994; Sakai, 1999; Zanuzzo et al., 2017).

Com uma importante e tradicional participacdo na cultura das antigas
civilizacbes, a Aloe vera, tem inUmeros beneficios medicinais que até hoje
estdo sendo descobertos. A planta é nativa do sudeste da india, da familia
Liliaceae que apresenta mais de 15 géneros e 800 espécies diferentes
(Stevens, 1999; Habeeb et al., 2007).

Sabe-se que as suas propriedades medicinais sdo abrangentes, como
atividades antiflamatdérias, antioxidantes, anticancerigena, imunoestimulantese
fungicida. Isso se da gracas as substancias que compdem sua estrutura
como: glicoproteinas, aloe-emodina, lupeol, antraguinona, manose-6-fosfato,
polissacarideos, aloesina, B-sitosterol e outras substancias como vitaminas,
enzimas, acucares e acemanano (Ascafio et al., 2010). O acemanano é
considerado o principal polissacarideo armazenado na estrutura da A. vera.
Ele se destaca por sua capacidade de estimular a producéo de fibroblastos,
macrofagos, fatores de crescimento e producdo de colageno (Krahwinkel e
Boothe, 2006).

Estudos com peixes abordam particularmente a acdo imunomoduladora da
A. vera. Juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) transportados com adicéo
do extrato de A. vera na agua apresentaram maior atividade de macrofagos
que indica o seu potencial imunoestimulante (Zanuzzo et al., 2012). Em tilapia
do Nilo, foi possivel observar que a suplementacdo da babosa juntamente
com o extrato de propolis durante 15 dias promoveu maior eficacia contra
parasitos (Dotta et al., 2014). Além disso, foi observado por Assis e Urbinati
(2020) que pacus suplementados durante 7 dias com A. veraapresentaram
efeitos redutores de estresse e aumento das respostas no sistema imune
inato. Dessa forma, essas evidéncias confirmam o potencial a A. vera na
producdo aquicola devido ao efeito mititgador do estresse e na ativagdo do
sistema imune de diferentes espécies de peixes (Zanuzzo et al., 2017).

Apesar do niumero de estudos sobre a acdo da A. vera em peixes ter
aumentado em anos recentes, ainda Sdo poucos e 0s protocolos
experimentais em espécies de peixes sdo bastante distintos, com doses do

produto e tempo de administracdo diferentes. Assim, € necessario que
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estudos sejam desenvolvidos para se estabelecer as melhores estratégias
para uso desta planta como suplemento alimentar em peixes, explorando seu

potencial imunoestimulante e antioxidante.

2.6 Estratégia alimentar — alimentacdo pulsada

S&o varias as estratégias alimentares estudadas com destaque na literatura,
desde diferentes niveis de inclusdo de ingredientes alternativos, diferentes
relacbes de energia e proteina até a frequéncia de administracdo de
suplementos alimentares (continua ou pulsada) (Santos et al. 2013; Tachibana et
al., 2020; Ferreira et al, 2021). Por meio de um esquema alimentar que alternaa
oferta da dieta suplementada com a dieta controle, como é o caso de
alimentacdo pulsada, testa-se tempo de oferta, a suspensédo e possivel efeito
residual do produto. Sobre isso, de nosso conhecimento, muito poucos estudos
foram realizados abordando a estratégia durante a fase larval de “yellow founder”
(Rabe e Brown, 2000), em juvenis de tilapia-do-Nilo (Ampham et al., 2019;
Tachibana et al., 2020) e no camarao Litopenaeus vannamei (Kesselring et al.,

2019).

3. OBJETIVO

Com base no exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar respostas
metabdlicas, do sistema imune inato e do sistema antioxidante em pacus
(Piaractus mesopotamicus) alimentados com dieta suplementada com Aloe vera
em protocolos de alimentacdo continua e pulsada, com alternancia da oferta a
cada 15 ou sete dias e, em seguida, desafiados com injecao intraperitoneal de
lipopolissacarideo (LPS).

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho seguiu os preceitos da Lei 11.794 de outubro de 2008 e normas
editada pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagcdo Animal
(CONCEA), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
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Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp- Campus de Jaboticabal-
SP, sob o protocolo n° 6601/22.

4.1 Animais e Delineamento Experimental

Um total de 160 juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) foi fornecido
pelo Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP), com um peso médio de
54,71+ 9,24 gramas. Antes do iniciar o experimento 0s peixes passaram por uma
aclimatacdo ao sistema de 16 caixas de 100 litros com sistema aberto de
renovacao de agua e foram distribuidos 10 peixes por unidade experimental.
Neste periodo, os peixes foram alimentados até a saciedade aparente com racéo
comercial peletizada as 9:00h e 16:00h.

Eles foram submetidos a quatro tratamentos (4 unidades experimentais/
tratamento) que consistiriam em duas dietas, com suplementacdo de Aloe vera
e sem suplementacdo (controle) em protocolos de alimentacdo continua e
pulsada (oferecimento alternado das dietas experimentais em 7 e 15 dias). A
programacdo dos protocolos alimentares durante o periodo experimental esté
descrita na Tabela 1. Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais
até a saciedade aparente, sendo registrado a cada unidade experimental a
guantidade de alimento ofertada. Apds a aplicacdo dos protocolos, os peixes
foram submetidos a um desafio imunoldgico, por administrac@o intraperitonial
com LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli 026:B6 — Lote 3755) emsolugéo
salina (0,6%) em concentracédo previamente estabelecida (1,5 mg kg™) (Mello et
al., 2019).

Os parametros fisicos e quimicos da agua das caixas foram monitorados
semanalmente e permaneceram dentro dos valores indicados para a espécie, 0
oxigénio dissolvido (5,56 0,472mg L?) foi monitorado através do
multiparametro, temperatura 29,97+ 0,252°C, amonia nao ionizada 0,014+ 0,007

mg L e submetidos a um fotoperiodo de 12h de claro e 12h de escuro.

Tabela 1. Estratégias para alimentacdo de juvenis de pacu (P.
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mesopotamicus) com suplementacédo pulsada de A. vera durante 29 dias.

Duracao do experimento

Tratamento 12 sem 2% sem 3% sem 4% sem
Contr. Continua RC RC RC RC
Aloe Continua RC + A. vera RC + A. vera RC + A. vera RC + A. vera
Pulsada/ 15 RC RC A. vera A. vera
Pulsada/ 7 RC A. vera RC A. vera

RC= ragdo comercial; Contr. Continua: alimentacdo continua com ragdo comercial; Aloe
Continua: alimentacdo continua com ragdo comercial suplementada com Aloe vera,
Pulsada/15: alimentacdo pulsada com ragdo comercial suplementada com A. vera alternada a
cada 15 dias. Pulsada/7: alimentagéo pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera
alternada a cada 7 dias.

4.2 Preparacdo das dietas

As dietas experimentais foram produzidas pela moagem de uma racéo
comercial extrusada (28% PB e 3.600 kcal EB kg) em particulas menores que
0,8 mm. Para o preparo da dieta suplementada houve adicdo de 1% do extrato
em po6 de Aloe vera barbadensis (MINATURE® Organic Aloe vera powder Batch
No.: MI/ALV/001), sendo entdo, homogeneizada em misturador manual,
submetida ao processo de peletizacdo e armazenada a -20,0°C até o momento
de sua utilizagéo. A dieta sem suplementacao passou pelo mesmo procedimento

utilizado no preparo das dietas experimentais, porém sem adicdo do extrato.

4.3 Coletas e Andlises

ApoOs a aplicacdo dos protocolos por 29 dias, foram selecionados dois
peixes por caixa por caixa (n =8/ tratamento). Esses peixes foram anestesiados
com benzocaina (50 mg/L, Synth® — Ref. 41592, Sdo Paulo, Brasil), seguido de
pesagem, medicdo e amostragem por pun¢do da veia caudal para coleta de
sangue. O sangue foi separado em microtubos de 2 mL com e sem
anticoagulantes (heparina e Glistab — Labtest Ref.: 29/29E). Parte do sangue
coletado com heparina foi utilizado paraa determinacéo da Atividade Respiratéria

de Leucdécitos (ARL). Apds a coleta, uma aliquota de sangue foi centrifugada para
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obtencdo do plasma e realizacdo de analises metabdlicas (glicose e
triglicerideos).

Parte do sangue total sem anticoagulante foi direcionada para analisedo
perfil de células sanguineas circulantes (Eritrécito, Hematocrito e Volume
corposcular médio). Enquanto, a outra aliquota foi armazenada em tubos de
vidro em ambiente refrigerado e permaneceram em repouso por 3 horas, apos
isso sangue foi centrifugado (10 min a 3000 rpm) para retirada do soro. O soro
foi utilizado para a analise de Proteina Tota, Colesterol e uma parte foi
armazenada a -20°C para analise da Atividade de Lisozima e a outra armazenada
a -80°C para analise da Atividade do Sistema Complemento.

Os peixes foram eutanasiados com uma alta dose de benzocaina apés a
coleta de sangue. Parte do musculo foi retirada para analise de Glicogénio e
Lipideo muscular. Em seguida, os peixes foram abertos ventralmente para a das
visceras, que foram pesadas para calculo do indice Gorduro viscerossomatico
(IGVS = colocar a formula de célculo). O figado foi separado das visceras e
pesado para calculo do indice Hepatossomatico (IHS = colocar a formula de
célculo). Parte do figado foi armazenado a -80°C para avaliacdes posteriores da
concentracdo de lipideo e e glicogénio hepatico e sistema antioxidante.

Apos a coleta basal, os oito peixes restantes de cada unidade foram
inoculados intraperitonealmente com LPS e amostrados apds 3, 6 e 24 horas
(dois por coleta por unidade, n=8/tratamento). Os mesmos procedimentos e
analisesmencionados anteriormente foram realizados, com excecdo das analises
metabdlicas (triglicerideos, colesterol, proteinas totais, lipideo hepatico e
muscular, glicogénio hepéatico e dos indices Gorduro viscerossomatico e
Hepatossomatico).

4.4 Analises metabdlicas

4.4.1 Andlises metabdlicas sanguineas

A determinacdo das concentracdes de glicose e triglicerideos no plasma
foi realizada utilizando um Kit comercial da Labtest® (Ref. 133 para glicose e Ref.

87 para triglicerideos). Ja para a porcao sérica, as analises incluiram a avaliacéo
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do colesterol e das proteinas totais, utilizando os Kits Labtest® (Ref. 76 e Ref. 99,

respectivamente).

4.4.2 Concentracédo de glicogénio hepatico

A concentracdo de glicogénio no figado foi medida de acordo com o
meétodo de Perry et al. (1988). As amostras de tecido armazenadas a -80 °C
foram descongeladas, homogeneizadas e desproteinizadas com acido percloricoa
6%. Para neutralizacdo, foi adicionado carbonato de potassio (3M) a solucéo.
ApoGs centrifugacdo a 2885 rpm por 15 minutos a 10°C, o sobrenadante foi
hidrolisado com amiloglicosidase e incubado a temperatura ambiente por uma
hora. Em seguida, acrescentou-se acido perclérico 6%, seguido de neutralizacdo
com carbonato de potassio (2,25 M). Apds centrifugacdo a 2885 rpm por 10
minutos a 10°C, a leitura foi realizada com o reagente de cor do kit de glicose,
utilizando um espectrofotbmetro Shimadzu UVmini-1240 a 505nm. As
concentracfes de glicogénio no figado foram calculadas com base na curva
padrdo de glicogénio (extraido de figado bovino, Ref. G0885, Sigma Diagnostics

INS, St. Louis, MO) e expressas em porcentagem.

4.4.3 Concentracéo de lipidio hepético e muscular

Foram utilizadas amostras de figado e musculo para medir as
concentracfes de lipidios totais hepaticos e musculares, seguindo a técnica de
Frings et al. (1972). Nesse procedimento, os tecidos foram misturados em uma
solucéo de cloroférmio-metanol-agua (2:1:0,5). ApGs a centrifugacdo a 180 rpm
por 5 minutos, identificaram-se trés fases usando a técnica da dupla pipeta. As
amostras de lipidios foram coletadas e armazenadas em outro tubo, repetindo
esse processo trés vezes, com a adi¢cdo de 1 mL de cloroférmio a cada repeticao.
Os tubos foram secos em estufa a 60°C para remover o solvente. O residuo
lipidico seco dos tecidos de figado e musculo foi ressuspenso com 1 mL de
cloroférmio. Dessa mistura, 100 pL foram retirados e solubilizados com 200 pL
de acido sulftrico concentrado a 100°C por 10 minutos. Ap6s o resfriamento,
adicionou-se 5 mL do reagente de fosfovanilina (vanilina 0,6%, acido sulfarico
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concentrado e agua destilada na propor¢cao de 7:12/1, viviv) e os tubos foram
mantidos em banho a 37°C por 15 minutos. As absorbancias foram lidas em uma
leitora de microplacas (ThermoPlate Reader MN) a 550 nm. A concentracao de
lipidios totais nos tecidos foi calculada a partir da curva padrdo de ésteres
metilicos de Oleo de figado de bacalhau (Sigma Diagnostics INS, St. Louis, MO)e

expressa em mg/g.

45 Biomarcadores de imunidade

4.5.1 Atividade respiratoria de leucocitos

Para avaliar a atividade respiratéria dos leucadcitos, foi seguido o protocolo
proposto por Anderson e Siwicki (1994), com adaptacdes feitas por Biller-
Takahashi et al. (2013). Seguindo essa abordagem, as espécies reativas de
oxigénio (EROs) geradas durante o "burst" oxidativo foram quantificadas por
meio de ensaio colorimétrico utilizando o corante "nitroblue tetrazolium" (NBT),
gue, ao reagir com as EROs, formou precipitados insollaveis, resultando em
granulos de formazan de coloracdo azul escura no interior dos fagdcitos,
conforme descrito por Klein (1990).

Para conduzir essa anadlise, foi utilizado 0,1 mL de sangue, ao qual
adicionamos 0,1 mL de NBT (Sigma, St Louis, MO, EUA). A solucéo resultante
foi homogeneizada e incubada por 30 minutos a 25°C. Em seguida, foi adicionado
50 pL da suspenséo a um tubo de vidro contendo 1 mL de N, N-dimetilformamida
(DMF, Sigma, St Louis, MO, EUA) e centrifugado a 3000 g por 5 minutos.
Durante esse processo, o DMF foi responsavel por lisar as paredes celulares dos
leucocitos e dos granulos de formazan, permitindo a liberagcdo do corante NBT
reduzido, cuja concentracdo foi determinada pela leitura da absorvancia a 540

nm em um espectrofotdmetro.

4.5.2 Concentracao de lisozima

A avaliagdo da concentracdo de lisozima seguiu o método proposto por
Smolelis e Hartsell (1949), com modificagdes feitas por Zanuzzo et al. (2015),

gue envolve a lise da bactéria gram-positiva Micrococcus lysodeikticus. Para
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realizar essa determinagao, 25 pL de soro de pacu (em duplicata) foram
adicionados em microplacas, seguidos 75 uL de tampao fosfato de sddio de 100
ML de suspensdo de M. Lysodeikticus. A reducdo da densidade Optica da
solugédo foi medida a cada cinco minutos ao longo de dez minutos (nos
momentos inicial, 5 e 10 minutos), foi utilizado um leito de microplacas
(ThermoPlate Reader MN) com comprimento de onda de 450 nm. A atividade

enzimética foi calculada usando a férmula: UA = ([lisozima]/0,001) /10.

4.5.3 Atividade do sistema complemento

A execucao da atividade hemolitica do sistema complemento seguiu o
procedimento delineado por Ferriani et al. (1990) e Polhill et al. (1978), com
adaptacdes propostas por Zanuzzo et al. (2015). Foi determinado cineticamenteo
tempo necessario para que as proteinas do sistema complemento de cada
amostra de soro lisassem 50% de uma suspensao de eritrocitos de coelho. Para
preparar essa solugdo, amostras de sangue de coelho foram mescladas em uma
solucao de Alséver (pH 6.1) para a lavagem e separacdo das células. A mistura
foi incubada por 15 minutos em banho-maria a 37°C e submetida a centrifugacao
por 10 minutos a 2000 rpm, repetindo esse processo por trés vezes. O
sobrenadante foi descartado, e as hemécias foram ressuspendidas em TEA —
Mg?* Em uma cubeta de 1 mL, foram pipetados 75 L de soro, 125 uL de tampéo
TEA — EGTA /Mg?*gelatina 0,1%, e 400 uL da suspensdo de hemacias. As leituras
foram realizadas a cada 20 segundos, durante 20 minutos, a 700 nm, utilizando
um espectrofotbmetro Thermo Scientific Genesys 10S UV -Vis. A atividade
hemolitica do complemento sérico foi determinada conforme as diretrizes

estabelecidas por Zanuzzo et al. (2017).

4.6 Perfil de células sanquineas circulantes

O sangue total com heparina foi empregado para a medi¢cdo do
hematocrito (Hct) ap6s ser centrifugado em tubos capilares. A contagem de
eritrocitos (RBC) foi conduzida conforme a metodologia delineada por Oliveira et

al. (2008), com algumas adaptagdes. Para tanto, 10 yL de sangue total foi diluido
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em 2 mLde Formol-Citrato e misturado suavemente. Posteriormente, a contagem
dos eritrocitos (CE) foi realizada em uma camara de Neubauer em 5 areas de
0,04 mm2. Os valores obtidos foram inseridos na férmula: CE x 5 x 10 x
200/10000000u CE x 10.000/1000000.

Amostras de sangue diretamente da seringa foram empregadas para a
elaboracdo de extensdes sanguineas. ApOs a secagem, as extensdes
sanguineas foram coradas utilizando a técnica de Rosenfeld (1947), para a
contagem total e diferencial de leucoécitos por método indireto, em que células

foramquantificadas a cada 200 leucécitos.

4.7 Biomarcadores do sistema antioxidante

As amostras de figado congeladas a -80°C foram utilizadas para
determinacdo das concentracdes de proteinas, atividade das enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST),
para a determinacdo das concentracdes de glutationa reduzida (GSH) e da
Peroxidacao lipidica (LPO). As amostras foram pesadas e homogeneizadas com
homogeneizador turrax, em tampéao fosfato 0,1 M e pH 7,0 (10 vezes o volume
do peso do figado), e entdo centrifugadas, durante 20 minutos a 4°C e 13.000

rpm. O sobrenadante foi separado para as analises.

4.7.1 Concentracdes de proteina hepatica

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

da solucao é lida em 595 nm. Concentracdo expressa em mg/mL

4.7.2 Atividade da superoxido dismutase (SOD),
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A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi determinada de
acordo com McCord et al. (1969), baseado na inibicdo da taxa de reducdo do

citocromo c pelo radical superéxido, a 550 nm. Expresso em U/mg proteina.

4.7.3 Atividade da catalase (CAT)

A avaliacdo da catalase seguiu a metodologia proposta por Beutler (1975).
O principio desse método envolve a aceleracdo da rapida decomposicdo do
peroxido de hidrogénio em moléculas menos reativas de Oz e H20 pela catalase
(CAT). Esse processo é observado pelo decréscimo da absorbancia ao longo do
tempo, medido a 240nm. Atividade foi expressa em pmol de H202 min't mg de

proteinat.

4.7 .4 Atividade da glutationa S-transferase (GST)

A determinacdo da atividade da glutationa-S-transferase (GST) seguiu o
protocolo estabelecido por Keen et al., (1976). Esse método envolve a formacéo
de complexo entre a glutationa reduzida (GSH) e o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CNDB), sendo a leitura realizada a 340 nm. Os resultados foram expressos em
nmol/min/mg de proteina hepatica.

4.7.5 Concentracao da glutationa reduzida (GSH)

A andlise da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) seguiu a
metodologia estabelecida por Beutler (1963). O principio dessa técnica
fundamenta-se na reacao da glutationa com o DNTB, resultando na formagao de
um tiolato (TNB) de coloracdo amarelada. A intensidade da cor esté diretamente
relacionada a quantidade de GSH presente, sendo que uma cor mais
pronunciada indica maior presenca de GSH. A leitura foi realizada a 405 nm, e

os resultados expressos em nmol/mg de proteina hepatica.

4.7.6 Peroxidacéo lipidica

18



A avaliacdo da peroxidacdao lipidica foi realizada por meio da quantificacéo
de substancias reativas de acido tiobarbitirico (TBARS), conforme descrito por
Camejo et al. (1998). Concentragcdes foram expressas em nmol MDA

mg/proteina.

4.8 Analise estatistica

O experimento realizado em um esquema fatorial 4x4 (quatro tratamentos
e quatro repeticdes). Os dados foram avaliados pelos testes de normalidade
(Cramer-vonMises) e homocedasticidade (Brown-Forsythe). Quando aceitas as
premissas, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
comparacao das médias foi realizada a partir do teste de Tukey (significancia de

5%) pelo software SAS (versao 9.0).

5 RESULTADOS

Durante os 29 dias de aplicacdo dos protocolos experimentais e da
administragao do LPS, ndo houve mortalidade.
5.1 Indicadores metabdlicos sanguineos e teciduais

5.1.1 Concentracdo plasmaética de glicose

Independente do protocolo aplicado, 3 h apds a inoculacdo com LPS
houve um aumento significativo das concentracfes de glicose plasmatica
(p=0,0019), e os valores reduziram a partir de 6h. Ao comparar os tratamentos
em cada tempo de amostragem, nao foram observadas diferencas
significativas nas concentracdes de glicose entre os diferentes protocolos
(p=0,2243) (Figura 1).
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Figura 1. Concentragdo plasmética de glicose em juvenis de pacus alimentados com dieta
suplementada com Aloe vera em protocolo de alimentacdo continua e pulsada, inoculados
como LPS e amostrados 3, 6 e 24 horas ap0s inoculagdo. Contr. Continua: alimentacao
continua com ragdo comercial; Aloe Continua: alimentagdo continua com racdo comercial
suplementada com Aloe vera; Pulsada/15: alimentacdo pulsada com ragdo comercial
suplementada com A. vera alternada a cada 15 dias. Pulsada/7: alimentacdo pulsada com
racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 7 dias. Letras diferentes indicam
diferencas significativa entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento (p<0,05).

5.1.2 Concentracdo sanguinea de triglicerideos, colesterol e proteinas
totais

A concentracdo plasmatica de triglicerideos nao diferiu significativamente
apos a aplicacao dos diferentes protocolos alimentares (p=0,4825) (Figura
2A). Entretanto, foi observada uma diferenca significativa (p=0,0032) entre os
peixes que receberam alimentacdo pulsada, sendo que aqueles que
tiveramalimentacdo alternada a cada sete dias (pulsada/7)
apresentaram concentracdes plasmaticas de colesterol mais elevadas que
agueles quereceberam alimentacéo alternada a cada 15 dias (pulsada/ 15),
sendo que emambos os protocolos a A. vera era oferecida na ultima semana
ou nos ultimos 15 dias (Figura 2B).

A concentracdo sérica de proteinas totais ndo apresentou diferenca
estatistica apdés a aplicacdo dos protocolos alimentares (p=0,2192) (Figura
2C).
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Figura 2. Concentracéo plasmética de triglicerideos(A), concentracao sérica de colesterol (B)e
proteinas totais (C) de juvenis de pacus alimentados com dieta suplementada com Aloe vera
em protocolo: Contr. Continua: alimentagdo continua com ragdo comercial; Aloe Continua:
alimentacdo continua com racdo comercial suplementada com Aloe vera; Pulsada/l5:
alimentacé@o pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15
dias. Pulsada/7: alimentagdo pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera
alternada a cada 7 dias. Letras diferentes indicam diferengas significativa entre os tempos de
amostragem em um mesmo tratamento (p<0,05).

5.1.3 Concentracdo teciduais de glicogénio e lipideo
A concentracdo de glicogénio hepatico (Figura 3A) e de lipideo muscular
(Figura 3C) nao diferiu significativamente apdés a aplicacdo dos protocolos
alimentares (p= 0,4370 e p = 0,8594, respectivamente), mas a concentracao
de lipideo muscular (Figura 3B) foi maior nos peixes que receberam a racéo
controle continuamente em relacdo aos que receberam a racédo suplementada

com A. vera continuamente (p=0,0451) (Figura 3B).
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Figura 3. Concentracdo de glicogénio hepatico (A), lipideo hepatico (B) e muscular (C) em
juvenis de pacus alimentados com dieta suplementada com Aloe vera em protocolo: Contr.
Continua: alimentagdo continua com racdo comercial; Aloe Continua: alimentagdo continua
com racg@o comercial suplementada com Aloe vera; Pulsada/l15: alimentagdo pulsada com
racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15 dias. Pulsada/7: alimentag&o
pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 7 dias. Letras
diferentes indicam diferencas significativa entre os tempos de amostragem em um mesmo
tratamento (p<0,05).

5.1.4indice hepatossomatico (IHS) e gordura viscero-somatica

(IGVS)

Os indices morfométricos (IHS e IGVS) nédo diferiram
significativamente apos a aplicacdo dos protocolos alimentares (p=0,6376 e

p=0,5727, respectivamente) (Figura 4).

22



3
— 4
w
<

N
1GVS (%)

T T
Contr Continua Aloe Continua Pulsadal 15 Pulsada/ 7 Contr Continua Aloe Continua Pulsada/ 15 Pulsadal/ 7

Figura 4. indice hepatossomatico (IHS) (A) e indice gordura viscero-somética (IGVS) (B) de
juvenis de pacus alimentados com dieta suplementada com Aloe vera em protocolo: Contr.
Continua: alimentagdo continua com racdo comercial; Aloe Continua: alimentagdo continua
com racg@o comercial suplementada com Aloe vera; Pulsada/15: alimentagdo pulsada com
racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15 dias. Pulsada/7: alimentagéo

pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 7 dias.

5.2 Indicadores de imunidade inata
5.2.1 Atividade respiratéria de leucdcitos (ARL), atividade sérica da
lisozima, atividade hemolitica do sistema complemento (AHC)

De modo geral, ap6s o desafio, notou-se um aumento da atividade
respiratoria de leucécitos em peixes de todos os tratamentos (p=0,0032),
exceto no Pulsada/ 7 que permaneceu estavel em todas as amostragens. Os
peixes submetidos ao protocolo de alimentacao continua com A. vera (Aloe
Continua) se recuperaram, retornando aos valores basais em 6 h apds o
desafio (p=0,0006), diferenciando-se dos animais que receberam controle de
forma continua, que mantiveram altos valores de ARL até 24 h (p=0,0866)
(Figura 5A).

A atividade de lisozima n&o diferiu significativamente entre os
tempos de amostragem nos peixes alimentados continuamente com a ragao
controle (Contr. Continua) (p=0,1741), mas aumentou significativamente a
partir de 6h apos inoculacdo com LPS nos peixes alimentados com racao
suplementada com A. Vera, de forma continua (p<0,0001) e pulsada por 7
dias (p=0,0003). Nos peixes alimentados com racdo suplementada com A.

Vera, de forma pulsada por 15 dias, foi observado maior atividade de lisozima
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sérica em 24h apos inoculacdo com LPS (p=0,0034) (Figura5B).

A AHC néo apresentou diferencas apos a aplicacdo dos protocolos
alimentares (coleta basal), mas a administracao intraperitonial do LPS ativouo
sistema em peixes do protocolo alimentar de alimentagdo pulsada a cada 7
dias (Pulsada/ 7) 3 h depois do desafio (p<0,0001). Nesta amostragem, a AHC
era maior em todos os protocolos que continham A. vera (Aloe Continua,
Pulsada/ 15 e Pulsada/ 7) em relagcdo ao protocolo sem o extrato da planta
(p<.0001; p=0.0034; p=0.0003). Neste protocolo (Contr Continua), ndo houve
ativacdo, mantendo-se em valores basais em todos os tempos de
amostragem. Os peixes do protocolo com oferta continua de A. vera (Aloe
Continua) exibiram valores mais elevados as 6 h, com retornou aos valores
basais as 24 h (p=0,0417). Nos peixes do Pulsada/ 15, houve apenas uma

flutuacéo dos valores da AHC ao longo das amostragens (Figura 5C).
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Figura 5. Atividade respiratéria de leucécitos (ARL) (A), atividade sérica da lisozima (B),
atividade hemolitica do sistema complemento (AHC) (C), em juvenis de pacus alimentados
com dieta suplementada com Aloe vera em protocolo de alimentagdo continua e pulsada,
inoculados como LPS e amostrados 3, 6 e 24 horas ap0s inoculacdo. Contr. Continua:
alimentacéo continua com racao comercial; Aloe Continua: alimentagdo continua com racéo

comercial suplementada com Aloe vera; Pulsada/l5: alimentacdo pulsada com racéo
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comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15 dias. Pulsada/7: alimentacéo
pulsada com ragé@o comercial suplementada com A. vera alternada a cada 7 dias. Letras
minudsculas indicam diferencas entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento e
letras mailsculas indicam diferenca entre os tratamentos dentro do mesmo tempo de

amostragem (p<0,05).

5.3 Perfil de células circulantes

5.3.1 Hematocrito (HCT), numero de eritrocito (RBC), volume corpuscular

meédio (VCM)

Hematdcrito teve diferenga entre tempos de amostragem para alguns
tratamentos (aumentou em 6h apds inoculacdo no tratamento Pulsada/l5 e
em 24h nos alimentados com a racéo controle de forma continua (p=0,0183).
Numero de eritrocitos diferiu tratamentos no tempo basal (menor nimero de
eritrocitos nos peixes alimentados com a racdo controle de forma continua em
relagdo o suplementados com A. vera, de forma continua ou pulsada)
(p=0,0205).

VCM diferiu entre tratamento em alguns tempos e entre tempos para
alguns tratamentos, apresentram maiores meédias nos peixes alimentados
com racgdo controle de forma continua em relacdo aos submetidos a
alimentagdo pulsada 15 dias no tempo basal e em relagdo aos demais
tratamentos no tempo 6h. Apenas o0s peixes submetidos ao protocolo de
alimentacdo pulsada por 15 dias tiveram aumento do VCM 3h apéds

inoculacao do LPS, com retorno ao basal em 24h (p=0,0188) (Figura 6).
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Figura 6. Hematécrito (A), nimero de eritrécito (B), volume corpuscular médio (VCM) (C) em
juvenis de pacus alimentados com dieta suplementada com Aloe vera em protocolo de
alimentacdo continua e pulsada, inoculados como LPS e amostrados 3, 6 e 24 horas apoés
inoculacdo. Contr. Continua: alimentacdo continua com racdo comercial; Aloe Continua:
alimentacdo continua com ragdo comercial suplementada com Aloe vera; Pulsada/15:
alimentacé@o pulsada com ragdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15
dias. Pulsada/7: alimentacdo pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera
alternada a cada 7 dias. Letras minUsculas indicam diferencas entre os tempos de
amostragem em um mesmo tratamento e letras mailsculas indicam diferenga entre os
tratamentos dentro do mesmo tempo de amostragem (p<0,05).

5.3.2 Contagem diferencial de células leucocitarias

O numero de linfocitos de peixes alimentados com todos os protocolos
apresentou reducéo significativa as 3 e 6 h apds o desafio com LPS, seguido
de recuperagdo as 24 h (todos protocolos, p<0,0001). No entanto, as 3 h,
observa-se o0s peixes que receberam suplementagcdo com A. vera, seja
continua ou pulsada, estdo com maior numero de linfécitos do que os do
Controle continuo (Aloe Continua, pulsada/ 15 e pulsada/ 7) (p<0,0001)
(Figura 7A).

Em relacdo ao nimero de mondcitos, o perfil observado foi inverso ao

dos linfécitos. O niumero de mondécitos aumentou 3 h apds o desafio com LPS,
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mas nesse momento ndo houve diferenca significativa entre os protocolos
(p=0,5561). As 6 h, 0 nimero dos mondcitos continuou elevado nos peixes que
receberam A. vera, diferindo dos peixes do tratamento controle (p=0,0256)
(Figura 7B).

Em relacdo ao numero de neutrofilos, o aumento ocorreu as 06h em
todos os protocolos alimentares, mas, comparativamente entre tratamentos,
0s peixes alimentados com Aloe vera de forma continua foram os que
apresentaram menor nimero de neutrofilos (p=0,0496). As 24 h, de modo
geral, houve recuperacdo no numero de neutréfilos aos valores basais, exceto
nos peixes do protocolo Aloe continua, cujo numero de neutrofilos a

permaneceu elevado (Figura 7C).
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Figura 12. Numero de linfécitos (A), mondcitos (B) e neutréfilos (C) em juvenis de pacus
alimentados com dieta suplementada com Aloe vera em protocolo de alimentagdo continua e
pulsada, inoculados como LPS e amostrados 3, 6 e 24 horas apos inoculagdo. Contr.
Continua: alimentagéo continua com racao comercial; Aloe Continua: alimentacdo continua
com racdo comercial suplementada com Aloe vera; Pulsada/15: alimentacdo pulsada com
racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15 dias. Pulsada/7: alimentacao

pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 7 dias. Letras
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mindsculas indicam diferencas entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento e
letras mailsculas indicam diferenca entre os tratamentos dentro do mesmo tempo de

amostragem (p<0,05).

5.4 Indicadores do sistema antioxidante

5.4.1Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa S-
transferase

A atividade da SOD, apés os 29 dias de aplicacdo dos protocolos
alimentares, diminuiu nos dois protocolos de alimentacéo pulsada (Pulsada/15
e pulsada/ 7) (p=0,0032) e manteve valores semelhantes até 24 h depois da
injecdo de LPS (p=0.9628). Ap6s 3h do desafio com LPS, foi verificada maior
atividade de SOD, nos peixes dos tratamentos pulsada 15 e pulsada/7 em 3h
apos inoculacdo. Nos peixes alimentados continuamente com racéo
suplementada com A. vera (p=0,0028) e controle (p=0,0012) maior atividade
de SOD foi observada, em 6h e 24h, respectivamente (p=0,6191 e p=0,1671)
(Figura 8A).

A atividade hepatica da CAT foi reduzida nos peixes submetidos a 29 dias
ao protocolo alimentar pulsada/7 (p<0,0001). Nos peixes do protocolo controle
(Contr. continua), a atividade da CAT foi ativada 24 h depois da injecao de
LPS (p<0,0001), enquanto nos peixes do protocolo com suplementacao
continua de A. vera (Aloe continua), a atividade aumentou com ap6s 3he 6 h
de injecdo e alcancou maior ativacdo em 24 h (p<0,0001). Os protocolos de
alimentacao pulsada (Pulsada/ 15 e pulsada/ 7) promoveram ativagao imediata
da enzima 3 h apéso desafio (p<0,0001), seguida de ligeira reducdo, mas,
sem recuperacao do valor basal em até 24h (p=0.0034) (Figura 8B).

Nos peixes do protocolo controle (Contr. continua) houve um aumento da
atividade da GST depois do desafio com LPS, com valores mais elevados em6
e 24 h (p<0,0001). Ja os peixes submetidos aos protocolos Aloe continua e
Pulsada/ 15 mostraramaumento de atividade as 6 h, mantendo-se elevada as
24 h (p=0,0005 e p=0,0136, respectivamente). Nos peixes submetidos aos
protocolos pulsada/ 7, a ativacdo da GST aconteceu as3 h (p=0,0014), sem

recuperacgdo dos valores basais as 24 h (p=0,1035) (Figura 8C).
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Figura 8. Atividade hepatica da superéxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B),
Glutationa S-Transferase (GST) (C), em juvenis de pacus alimentados com dieta
suplementada com Aloe vera em protocolo de alimentacdo continua e pulsada, inoculados
como LPS e amostrados 3, 6 e 24 horas apds inoculagdo. Contr. Continua: alimentagéo
continua com racdo comercial; Aloe Continua: alimentacdo continua com ragdo comercial
suplementada com Aloe vera; Pulsada/15: alimentacdo pulsada com ragdo comercial
suplementada com A. vera alternada a cada 15 dias. Pulsada/7: alimentacdo pulsada com
ragdo comercial suplementada com A. vera alternada a cada 7 dias. Letras mindsculas
indicam diferengas entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento e letras
maiusculas indicam diferenga entre os tratamentos dentro do mesmo tempo de amostragem
(p<0,05).

5.4.2 Glutationa reduzida (GSH) e Peroxidacgéao Lipidica (LPO)

Apés os 29 dias de aplicagdo dos protocolos alimentares, a
concentracdo de GSH foi menor nos peixes do protocolo pulsada/ 7
(p<0,0001). A injecéo de LPS promoveudiminuicdo na concentracdo de GSH
as 3 h nos peixes do Contr. Continua, com retorno aos niveis basais e
estabilidade em 6 h e 24 h (p<0,0001). Nos peixes dos protocolos Aloe
continua e pulsada/ 15, as concentracbes permaneceram sem diferencas
significativas as 3 e 6 h, e sofreram reducédo as 24 h no pulsada/ 15 (p=0,0005

e p=0,0136, respectivamente). Nos peixes do protocolo pulsada/ 7, a injecao
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aumentou a concentracdo de GSH as 3 h, restabelecendo gradativamente os
valores basais em 24 h (p=0,0014) (Figura9A).

As 3 e 6 h ap6s o desafio com LPS, a LPO foi maior nos peixes do
protocolo Contr. continua (p=0,0341 e p=0,0112, respectivamente). Em
relacdo aos protocolos que utilizaram A. vera, ndo se observou mudancas
expressivas nos valores de peroxidacdo apoés injecdo do LPS, exceto uma
leve reducgdo nos peixes do protocolo pulsada/ 15 em 6 e 24 h apds o desafio
(p= 0,0377). No caso dos protocolos Aloe continua e pulsada/7, ndo se
observou alteracdo significativa em relacdo aos valores basais (p=0,8455 e

p=0,0824, respectivamente) (Figura 9B).
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Figura 9. Atividade hepatica da glutationa reduzida (GSH) e peroxidagéo lipidica (LPO) em
juvenis de pacus alimentados com dieta suplementada com Aloe vera em protocolo de
alimentagcdo continua e pulsada, inoculados como LPS e amostrados 3, 6 e 24 horas apés
inoculacdo. Contr. Continua: alimentacdo continua com racdo comercial; Aloe Continua:
alimentagdo continua com racdo comercial suplementada com Aloe vera; Pulsada/l5:
alimentacé@o pulsada com ragc@o comercial suplementada com A. vera alternada a cada 15
dias. Pulsada/7: alimentacdo pulsada com racdo comercial suplementada com A. vera
alternada a cada 7 dias. Letras minusculas indicam diferencas entre os tempos de
amostragem em um mesmo tratamento e letras mailsculas indicam diferenca entre os

tratamentos dentro do mesmo tempo de amostragem (p<0,05).

6 DISCUSSAO
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Os resultados deste estudo mostraram que a suplementacao dietaria com
Aloe vera (1%) em juvenis de pacu, desafiados com LPS apds o periodo de
alimentacdo de 29 dias, quando oferecida por meio de diferentes protocolos,
modulou os indicadores estudados. No caso das respostas metabdlicas, reduziu
as concentracdes de lipideos hepaticos; no sistema imune, reduziu a atividade
respiratoria apds uma resposta inicial de ativacdo, ativou a atividade hemolitica
do sistema complemento e da lisozima logo apds o desafio, e minimizou a
linfopenia e o aumento de mondcitos; por fim, modulou também o sistema
antioxidante. Nestesistema, aumentou a atividade hepatica da SOD, CAT, GST,
bem como a concentracdo do substrato das enzimas, a GSH, reduzindo, por fim,
0 estresse oxidativo, com menor peroxidacao lipidica.

O presente estudo nao revelou diferencas significativas na concentracéo
de glicose plasmética por efeito da A. vera ou dos protocolos, mas houve um
aumento 3 h depois da injecdo de LPS, sugerindo uma condicdo em que houve
necessidade de mobilizagdo de energia. Estudos anteriores mostraram
aumentos de glicose em situagbes de desafio, como transporte e outros manejos
de rotina (Carneiro e Urbinati, 2001; Brandao et al., 2006). Estudo de Zanuzzo
et al. (2012), em que se utilizou A. vera na agua de transporte, documentou
aumento na concentracdo inicial de glicose (2 e 4 horas pos-manejo de
transporte), embora 0 uso de A. vera diluida ndo tenha afetado os niveis
glicémicos.

A suplementacéo continua com A. vera resultou em menor porcentagem
de lipideo hepético sugerindo possivel mobilizacdo deste estoque permitindo
uma correlacdo com o aumento do colesterol nos peixes alimentados com A.
vera, em especial no protocolo Pulsada/7, embora ndo tenha havido alteracao
nas concentragdes de lipideos dos musculos ou das visceras. Em estudo anterior
com a mesma espécie de peixe do presente estudo (Assis & Urbinati, 2020), a
administracao de 1% de extrato de A. vera por apenas 7 dias promoveu aumento
dos estoques de lipideos no figado e musculo, diferente do observado neste
estudo, em oferta mais longa do extrato. De acordocom Amri et al. (2022), quanto
maior a concentracdo da Aloe administrada, maior a expressdo de genes que

estimulam a producédo de lipideos e maior o niumero e didmetro de vacuolos
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lipidicos no figado, tendo como resultado esteatose e estresse oxidativo. Os
autores recomendaram o uso de 0,5% do extrato da planta.

O uso de imunoestimulante tem sido objeto de estudo nos ultimos anos,
revelando iniUmeros fitoquimicos e antimicrobianos de grande importancia que
permitem a substituicdo de alguns antibiéticos utilizados, um deles vem sendo
usado na producédo avicola (Khan, 2023). Além disso, tem sido observado um
poder imunoestimulante e antioxidante natural em peixes, camardes, coelhos e
aves (Vahedi et al., 2011; Trejo-Flores et al., 2018; Assis & Urbinati, 2020).

Como indicador do sistema imune inato, a atividade respiratéria dos
leucocitos, especialmente fagécitos, € o processo em que essas células
produzem espéciesreativas de oxigénio (EROs) durante a fagocitose (Jeney e
Anderson, 1993). As EROs desempenham um papel crucial na resposta imune
inata e permite uma eficaz destruicdo de patdgenos intracelulares, neutralizacéo
de toxinas e facilitacdo da digestdo de particulas fagocitadas (Biller e Takahashi,
2018). Em nosso estudo, o desafio para o sistema imune inato foi realizado com
a injecao de LPS, entretanto o aumento da ARL, 3 h depois da inje¢éo, ocorreu
igualmente para todos os grupos, inclusive o controle. As 6 e 24 h, é possivel
observar queo protocolo de oferta continua de A. vera reduziu a ARL a valores
basais, sugerindo maior protecédo imune. No estudo de Assis & Urbinati (2020), a
atividade respiratéria de leucdocitos em pacus que receberam 0,5% e 1,0% de
extrato de A. vera, por 7 dias, aumentou apds a alimentacdo, mas apés a
inoculacdo com A. hydrophila inativada apenas o extrato a 2% foi capaz de
minimizar a explosao respiratéria dos leucécitos.

Em relacdo a atividade da lisozima, outro importante indicador da
imunidade inata (Saurabh & Sahoo, 2008), neste estudohouve aumento em 24h
apos injecdo do LPS nos peixes que receberam o extrato de A. vera, indicando
uma influéncia positiva do extrato, independente do protocolo pelo qual foi
oferecido aos peixes. Além disso, Gabriel et al. (2015) observaram também
efeito positivo na atividade sérica de lisozima de Tilapia GIFT, usando 0,5%, 1%,
2% e 4 % de A. vera durante 8 semanas. Esse mesmo resultado foi observado
em esturjdo siberiano (Acipenser baerii), entretanto, os animaisreceberam uma

suplementacdo continua durante 2 meses numa concentracdo do extrato de
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1,5% (Moghaddam et al., 2016). Embora os protocolos experimentais nos
estudos citados sejam diferentes entre si, o extrato de A. vera atuou como
estimulante do sistema imune dos peixes.

Outro componente importante do sistema imune inato € o sistema
complemento, ativado por moléculas da superficie dos micro-organismos e
composto por inumeras proteinas responsaveis por sinalizar a invasao e
estimular o processo inflamatoério para combater o agente patogénico (Boshra et
al., 2006; Biller-Takahashi et al., 2012).

No presente estudo, o0 extrato de A. veraativou a atividade hemolitica do
sistema complemento, logo apds o desafio comLPS (3 h), resposta observada
em peixes alimentados seguindo os 3 protocolos com dietas suplementadas.
Nossos achados vém reforcar dados j& descritos para esta espécies. Em estudo
anterior, Assis e Urbinati (2020) relataram que pacus alimentados com 1% de A.
vera e inoculados com bacterina de A. hydrophila apresentaram ativacdo do
sistema complemento 3 h apés a inoculacao, respostasemelhante a observada no
presente estudo, o que confirma a propriedade imunestimuladora da planta e
sugere melhora da resisténcia dos peixes contra infeccdo bacteriana. Essa acéo
foi descrita também por Zanuzzo et al. (2017), que relataram que a
suplementacdo de A. vera (0,5%, 1% e 2%) na dieta de pacu promoveu um
impacto positivo significativo na atividade hemolitica do sistema complemento
dependente da concentracdo do extrato. Os peixes foram desafiados com
transporte e inoculacdo com A. hydrophila. E o0s resultados estdo
correlacionados com o nosso estudo, no qual foi observada uma ativacdo da
AHC nos tratamentos que receberam suplementacéo, ao passo que o tratamento
controlendo apresentou diferencas significativas entre os tempos de coleta.

As células leucocitarias, como os linfocitos, neutréfilos e mondcitos,
também fazem parte do sistema de defesa do organismo e respondem aos
imunoestimulantes com aumento na producdo e atividade das células
(Secombes, 1996). Neste estudo, os peixes alimentados com todos os
protocolos alimentares apresentaram linfopenia apos injecao de LPS, mas, esta
foi minimizada nos peixes suplementados com A. vera. Estudo de Gabriel et al.

(2015) mostrou resultado semelhante. Os autores testaram 4 concentracdes de
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A. vera, e constataram que os linfécitos diminuiram em todos o0s grupos
experimentais durante periodo de desafio com Streptococcus iniae, exceto nos
peixes alimentados com a dieta suplementada com 4% de A. vera.

O comportamento dos mondcitos também indicou que a injecdo de LPS
estimulou a resposta do sistema imune, visto 0 aumento na populacdo dessas
células logo apds a injecdo. A monocitose € um indicativo de resposta
inflamatéria, de defesa. Logo ap6s o desafio, essa resposta foi atenuada pelo
extrato de A. vera, resposta que permaneceu as 6 h, quando nos peixes controle
ela foi menor. Pode-se considerar, entdo, uma resposta positiva mais prolongada
nos grupos tratados com o extrato. Estudo de Selvaraj et al. (2005) mostrou queo
uso de outro imunoestimulante natural, o B-glucano, também aumentou a
presenca de mondcitos em carpas que passaram por uma infeccdo por A.
hydrophila.

Todos esses processos de ajuste fisioldgico e defesa através do sistema
imunolégico sédo processos que utilizam muita energia (Gimbo et al., 2015) e
produzem naturalmente as Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e quando
somadas a um manejo estressante, 0 aumento nessa producdo pode alcancar o
ponto em que o sistema antioxidante naturalmente presente nas células ndo sdo
eficientes e comecam a causar prejuizos ao animal (Barbosa et al., 2010). A
ativacdo das viasresponsaveis pela producdo e mobilizacdo de energia podem
alterar a homeostase redox mitocondrial, essencial para inUmeras funcdes
celulares (Sies, 2018). A atuacdo dos componentes do sistema antioxidante
enzimatico ocorre para estabelecer esse equilibrio, neutralizando e reparando os
danos causados por esses compostos. Dessa forma, evita-se a ocorréncia de
danos oxidativos mais significativos no organismo do animal por meio de
antioxidantesenzimaticos e ndo enzimaticos (Barreiros e David, 2006).

Para fortalecer esse mecanismo, a suplementacao natural pode estimular
a atividade das enzimas antioxidantes quando expostas a condi¢des deestresse.
Além disso, normalmente, esses suplementos contém compostos que atuam
como antioxidantes ndo enzimaticos, tais como as vitaminas C e E, zinco, bem
como alguns polissacarideos e flavonoides (Shahidi, 2015; Awad & Awaad,2017).

Dentro dos elementos enzimaticos, a superoxido dismutase (SOD) é
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destacada como o principal mecanismo de protecdo contra o estresse oxidativo,
atuando para acelerar a transformacdo de anions superoxido em oxigénio e
peréxido de hidrogénio (McCord e Fridovich, 1969). Em conjunto, a SOD inicia a
conversdo do superéxido, e a enzima catalase (CAT) completa o processo
neutralizando o H20:2 resultante. Esse sistema é crucial para prevenir danos
celulares causados por espécies reativas de oxigénio e garantir a homeostase
redox nas células. A GST age na detoxicacdo do organismo, eliminacdo de
xenobidticos e outros metabdlitos derivados da peroxidagdo lipidica pela
conjugacao com a GSH (Raza, 2011; Croom, 2012), e na reducéo de peroxidos
(Regoli et al., 2011).

No presente estudo, o0 extrato de A. vera modulou o sistema antioxidante,
por meio do aumento da atividade hepatica da SOD, CAT, GST, bem como a
concentracdo do substrato das enzimas, a GSH, reduzindo, por fim, o estresse
oxidativo. Ao mesmo tempo que foi possivel observar aumento da atividade das
enzimas e do substrato GSH, em diferentes momentos do desafio com LPS,
houve menor nivel de oxidacao de lipideos, mensurado pelo LPO. A peroxidagcao
lipidica (LPO) ocorre como resultado da oxidacdo, especialmente nos lipidios
poli-insaturados das membranas celulares, devido a acdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), caracterizando assim o estresse oxidativo (Barrera et al.,
2018).

Estudo anterior (Jiang et al.,, 2022), com peixe dourados (Carassius
auratus), avaliou a aplicacdo da Aloe-emodina (AE): 0, 0,08; 0,8 e 8% e
documentou aumento nas atividades das enzimas antioxidantes hepaticas,
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX) nas concentracdes
mais altas, sugerindo aumento na capacidade antioxidante hepatica. Kate et al.
(2023) utilizaram horteld como suplemento e expuseram P. hypothalmus a
amoOnia, analisando a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no figadoe
nas branquias em diferentes momentos. Em comparagdo com o grupo controle,
os resultados apontaram que, no tratamento com produtos a base de horteld,
ocorreu uma redugédo nas atividades de SOD e CAT. O autor interpreta essa
diminuicdo como uma possivel eliminacao de anions de oxigénio e uma melhoria

no sistema antioxidante.
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Em estudo conduzido por Dotta et al. (2018), juvenis de tilapia do Nilo
foram alimentados com dietas suplementadas com 1% da mistura de extratos de
propolis e babosa e desafiados com A. hydrophila. A andlise da atividade de
enzimas antioxidantes no bago revelou uma resposta mais robusta nas enzimas
GR (glutationa reduzida) e CAT, indicando um potencial na ativacdo do sistema
antioxidante desses peixes em compara¢ao com 0s demais grupos.

Embora, evidéncias venham mostrando a importancia da A. vera na
modulacdo dos sistemas imune e antioxidante dos peixes, € necessario que
sejam melhor definidos os protocolos experimentais, como por exemplo as
concentracfes ideais para as diferentes espécies e o tempo de administracéo,
visto que hé estudos que mostram que a suplementacdo de grandes
concentracfes de A. vera ou que protocolos alimentares que ndo sdo adequados
para a espécie podem promover efeito contrario e causar assim esteatose,
aumento da peroxidacao lipidica e diminuicdo da capacidade antioxidante
(Golestan et al., 2015; Amri et al., 2022).

7 CONCLUSAO

A suplementagdo de Aloe vera teve efeito metabdlico, modulando a
concentracdo de lipideos no figado; estimulou as respostas imunoldgicas
(atividade respiratéria de leucdcitos, atividade da lisozima e sistema
complemento) e enzimaticas antioxidantes (CAT e SOD). Com isso, reduzindo
peroxidacdo em pacus desafiados com a LPS obtido da Escherichia coli e

reduzindo.
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