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RESUMO

O crescimento da piscicultura brasileira ocasionou o aumento da ocorréncia de
doencas, decorrentes do estresse causados pela densidade, ma qualidade da
agua, resisténcia a microrganismos e as consequentes perdas na producao.
Entretanto, diversos estudos tém avaliado o uso de imunoestimulantes para
prevencdo e controle de doencas. Algumas substancias podem influenciar as
respostas do sistema imune de peixes, e nos ultimos anos o B-glucano tem sido
muito estudado por modular variaveis imunes. Esse composto pode ser utilizado
na alimentacdo de peixes e aumenta a resisténcia contra enfermidades. Ha
evidéncias de que a administracdo do (B-glucano pode ativar de forma eficaz,
diversos mecanismos de defesa e auxiliar na defesa antioxidante de peixes.
Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos desse
imunoestimulante sobre as respostas antioxidantes de tilapias. Um total de 408
tilapias foram divididas em 8 tratamentos (1. Controle 15 dias, 2. Controle 15 dias
desafiado, 3. B-glucano 15 dias, 4. B-glucano 15 dias desafiado, 5. Controle 30
dias, 6. Controle 30 dias desafiado, 7. B-glucano 30 dias, 8. B-glucano 30 dias
desafiado). Aos 14 dias, os grupos 2 e 4 foram desafiados com manejos
estressantes (estresse e infeccdo com 1,0 x 108 UFC de S. agalactiae/peixe
inativada). Apos 24h, aos 15 dias de experimento, peixes dos tratamentos 1, 2,
3 e 4 foram amostrados para avaliagdo de varidveis bioquimicas (proteina total,
albumina, globulina e indice A:G); foi coletado o figado para a avaliacdo da
expressédo dos genes Hsp70, CAT, SOD, GPX, GR e GSTa por PCR RealTime.
Aos 29 dias de experimento, peixes dos tratamentos 6 e 8 foram desafiados com
manejos estressantes e (4 peixes de cada caixa, n=12), e apos 24h, aos 30 dias
de experimento, peixes dos tratamentos 5, 6, 7 e 8 foram amostrados, e
passaram pela colheita de sangue e figado para avaliacdo das analises citadas.
Esse experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
8 tratamentos, com 4 repeticdes cada. No presente estudo a administracdo de
B-glucano promoveu a protecdo e capacitacdo desses compostos, entretanto
nao promoveram alteracdes na expressao génica do gene HSP70, indicando
assim a acao benéfica de protecdo possibilitando a ndo ativacdo da proteina
indicativa de estresse oxidativo,indicando que o organismo néo estava sob efeito
deletério do estresse oxidativo, reagindo bem aos agentes estressores de
manejo e a inoculacao realizadas durante o desafio.

Palavras chaves: Peixes. Antioxidantes. Desafio.



ABSTRACT

The growth of Brazilian fish farming has led to an increase in the
occurrence of diseases, resulting from the management stress caused by
density, poor water quality, resistance to microorganisms and the consequent
losses in production, causing the imbalance of oxidant compounds and the
performance of defense systems antioxidant generating oxidative stress.
However, several studies have evaluated the use of immunostimulants for
disease prevention and control. Some substances can influence the immune
system responses of fish, and in recent years 3-glucan has been widely studied
for modulating immune variables. This compound can be used in fish feed and
increases resistance against diseases. There is evidence that the administration
of B-glucan can effectively activate several defense mechanisms and help in the
antioxidant defense of fish. Thus, the objective of the present work was to
evaluate the effects of this immunostimulant on tilapia antioxidant responses. A
total of 408 tilapia were divided into 8 treatments (1. Control 15 days, 2. Control
15 days challenged, 3. B-glucan 15 days, 4. B-glucan 15 days challenged, 5.
Control 30 days, 6. Control 30 days challenged, 7. B-glucan 30 days, 8. B-glucan
30 days challenged). At 14 days, groups 2 and 4 were challenged with stressful
management (stress and infection with 1.0 x 108 CFU of inactivated S.
agalactiae/fish). After 24 hours, on the 15th day of the experiment, fish from
treatments 1, 2, 3 and 4 were sampled for the evaluation of biochemical variables
(total protein, albumin, globulin and A:G index); the liver was collected for the
evaluation of the expression of the genes HSP70, CAT, SOD, GPX, GR and
GSTa by RealTime PCR. At 29 days of experiment, fish from treatments 6 and 8
were challenged with stressful handlings and (4 fish from each box, n=12), and
after 24h, at 30 days of experiment, fish from treatments 5, 6, 7 and 8 were
sampled, and underwent blood and liver collection for evaluation of the
aforementioned analyses. This experiment was conducted in a completely
randomized design with 8 treatments, with 4 replications each. In the present
study, the administration of B-glucan promoted the protection and capacitation of
these compounds, however, they did not promote alterations in the gene
expression of the HSP70 gene, thus indicating the beneficial action of protection,
allowing the non-activation of the protein indicative of oxidative stress, indicating
that the organism it was not under the deleterious effect of oxidative stress,
reacting well to the stressors of handling and inoculation performed during the
challenge.

Keywords: Fish. Antioxidants. Challenge.
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1 INTRODUCAO

Na aquicultura a tildpia esta entre as espécies mais promissoras, em
evidéncia as do género Oreochromis, sdo algumas das mais promissoras
(STICKNEY, 2000) tendo origem no continente africano e Oriente Médio; as
tilapias sdo a espécie de peixe mais cultivados no mundo e no Brasil (LOVSHIN;
CYRINO, 1998), com excecéao das carpas (ALCESTE; JORRY, 1998).

Os animais aquaticos do género Oreochromis, em especial Oreochromis
niloticus, sdo importantes para as condicdes de cultivo brasileiras, tendo como
vantagem a sua rapida taxa de crescimento, a facilidade de se adaptar aos
diversos sistemas de cultivo como producdo em tanques-redes, e a alta
aceitacdo pelo mercado consumidor (MEURER et al., 2000; BOSCOLO et al.,
2001) entretanto a alta intensidade promoveu o aparecimento de diversas
enfermidades, bem como o0 wuso inadequado de quimioterapicos e
antimicrobianos, fato que gera muita preocupacao por seu impacto negativo no
ambiente e nos peixes, como acumulo de residuos, desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, imunossupresséao, estresse de manejo, expondo o0 peixe
a uma série de procedimento traumatico como captura, confinamento, manuseio,
adensamento e o transporte propriamente dito, que resultam em alteracbes
hormonais, metabdlicas, ibnicas e hematolégicas (ACERETE et al., 2004;
BRANDAO et al., 2006) gerando assim prejuizos na comercializa¢do. Frente ao
exposto, durante a Ultima década, muitos estudos foram realizados para
avaliacao do uso de imunoestimulantes na prevencao de doengas, uma vez que
melhoram o mecanismo de defesa ndo especifico, ativando assim, a protecdo
precoce contra infeccbes (SAKAI, 1999).

Para suprimir estas dificuldades apresentadas varios estudos vém sendo
realizados com a avaliacdo de substancias com caracteristicas
imunoestimulantes no intuito de minimizar o efeito de agentes estressores e
melhorar as condi¢des fisioldgica dos peixes, sendo o B-glucano um dos
imunoestimulantes mais estudados para fins de aquicultura, o B-glucano é
encontrado na parede celular de levedura e fungos, caracterizados como

macromoléculas, formadas por blocos de glicose unidos por ligagdes 3 (1-3) e B
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(1-6), tendo acdo imunoestimulante em peixes (SAKAI, 1999; DALMO;
BOGWALD, 2008; GOPALAKANNAN; ARUL, 2010). Estudos identificaram
acOes benéficas na prevencdo dos efeitos negativos do estresse em peixes,
observando a importancia do seu oficio como medida profildtica (ANDERSON,
1993; SELVARAJ et al., 2005).

O presente estudo tem como objetivo avaliar as acdes do
imunoestimulante B-glucano associado ao estresse de manejo, sobre o sistema

antioxidante e estresse oxidativo de tilapias do nilo (Oreochromis niloticus).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radicais Livres

O termo radical livre refere-se a 0 4&tomo ou molécula altamente reativa,
que contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica
(FERREIRA; MATSUBARA, 1992). E este ndo emparelhamento de elétrons da
Ultima camada confere alta reatividade a esses &tomos ou moléculas. Halliwell e
Gutteridge (1989) definem os radicais livres como: qualquer atomo, molécula ou
fragmento de molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados no seu
orbital mais externo.

Os radicais livres (RLs) podem causar danos oxidativos em
macromoléculas induzindo a: peroxidacao lipidica; oxidacdo da cadeia lateral de
aminoacidos (especialmente cisteina); formando ligacdes cruzadas entre
proteinas e fragmentacao proteica pela oxidacdo de seu esqueleto peptidico;
dano do DNA,; e quebra das fitas do DNA. Deste modo, niveis elevados de RLs
sdo citotoxicos e podem ser gerados em doencas ou devido ao estresse
ambiental (térmico, osmético, radiacdo, etc.) (LI; KARIN, 1999; BARBOSA,
2001). Dentre os radicais livres, o OH (Radical hidroxila) e o Oxigénio singlet
(102) sao os que tém maior importancia biol6gica porque sdo formados durante
0 processo normal de reducéo de 02 no interior das mitocondrias (BENZI, 1993).
Além disso, muitos xenobioticos podem aumentar esta geracao de 02, e gerar

também o peroxido de hidrogénio (H202), que pela auséncia de elétrons
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desemparelhados na ultima camada néo € considerado como um radical livre,
mas tem acao de participacdo na reacao que produz o OH (Radical hidroxila).
Portanto o H202 pode ser altamente toxico para as células por ser capaz de
atravessar camadas lipidicas, e reagir com a membrana eritrocitaria e com
proteinas ligadas ao Fe**>, quando em contato com o Fe aumenta a sua toxidade
gerando hemocromatose transfusional (SORG, 2004; BARREIROS et al., 2006).

Os RLs possuem uma meédia de vida curta devido a instabilidade
eletrdnica que apresentam. Entretanto ha grande possibilidade de extrairem
elétrons de outras moléculas com as quais venham a colidir, promovendo

formacdo de outros radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

a. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é classificado como um desequilibrio entre niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou RLs e seus antioxidantes. As EROs
sdo produzidas naturalmente em diversos processos bioldgicos, e em condi¢cbes
normais as células podem apresentar a capacidade de equilibrar a producédo de
EROs e antioxidantes, porém por alguma disfuncao biolégica estes compostos
podem proporcionar elevados indices e danificar os lipidios, proteinas e DNA. O
estresse oxidativo tem sido relacionado a uma grande variedade de doencgas, no
entanto, as moléculas de EROs também atuam na defesa imune, bem como
moléculas de sinaliza¢do e na manutencao de processos fisioldgicos (WOOD et
al., 2003; SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

b. Sistema Antioxidante em peixes.

Os efeitos deletérios dos RLs podem ter sua acdo inibida por
antioxidantes, sendo assim o0s antioxidantes substéncias que retardam a
velocidade da oxidacgao, protegendo as células de danos oxidativos (BALL et al.,
2001). Estas substancias tém acao direta na neutralizacao dos radicais livres, ou
atuam indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com tal capacidade.

O sistema de defesa antioxidante da célula pode atuar de forma preventiva,
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evitando a formacdo e/ou a acdo de radicais livres, ou recuperando a leséo
ocorrida (SIKKA, 1996 e 2004).

O sistema de defesa antioxidante é dividido em sistema enziméatico e o
sistema n&do enziméatico. S&o encontrados nas ceélulas onde atuam as
substancias antioxidantes podendo ou ndo atuarem em conjunto. Os
antioxidantes enzimaticos sdo macromoléculas conhecidas como antioxidantes
naturais sendo o primeiro sistema a agir. Tais sistemas sdo compostos pelas
enzimas superoxido dismutase (SOD); peroxirredoxinas, catalase (CAT) e pelo
sistema glutationa peroxidase (GPx)/glutationa redutase (GR)/glutationa s-
transferase (GSTa) (HAGEDORN et al., 2012). Ja os sistema ndo enzimatico sao
caracterizados como micromoléculas que podem ser de origem endbégena ou
dietética incluindo varios compostos hidrofilicos e lipofilicos, como vitaminas,
minerais (cofatores enzimaticos) e compostos fendlicos; entre estes ultimos
estdo a vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (a-tocoferol), vitamina A (B-
caroteno), piruvato, cisteina, glutationa, selénio, zinco, cobre, magnésio,
ubiquinonas (coenzima Q), acido Urico e &cido lipdico (NORDBERG; ARNER,
2001; LUBERDA, 2005).

Baumber (et al., 2000) destaca em suas pesquisas que a adicao de
antioxidantes ao sémen aumenta a tolerancia espermatica ao dano oxidativo
apos a descongelamento, neutralizando os radicais livres que causam a
peroxidacao lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides.

Estudos sobre estresse de manejo demonstram a supressao da resposta
antioxidante de peixes. Peixes possuem a habilidade de se adaptar a variados
tipos de estressores, internos e externos, aos quais € submetido e séo tolerantes
ao baixo oxigénio dissolvido. Entretanto, estressores cronicos promovem
adaptacdes e mudancas nesses sistemas. Por exemplo, tilapia desafiadas com
manejos estressantes aumentaram a producdo de componentes do sistema
antioxidante para proteger as células da falta de oxigenacdo e estressores,
entretanto levou ao aumento do metabolismo aerdbico com formagao de radicais
livres. Estimulos que elevam a producéo de radicais livres e/ou a deplecéo de

antioxidantes, promovendo o estresse oxidativo (DROGE et al., 2002).
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c. Estresse em Peixes

O ecossistema aquatico é extremamente versétil e os animais que vivem
nesse ambiente enfrentam adaptacdes que dificilmente sédo enfrentadas pelos
animais terrestres, tais como mudancas rapidas e extremas de pH, mudancas
na concentracdo de 02 dissolvidos e salinidade. Essas mudancas podem
ocasionar respostas de estresse e alteracdo no sistema imune. Os agentes
estressores podem ser de natureza quimica; como por exemplo, reducdo da
concentragéo de 02 dissolvidos, poluentes organicos e inorganicos (MARIANO;
OBA, 2006, 2009). Ou natureza fisica, como alta densidade populacional,

confinamento, captura ou mudancas no ambiente fisico (MARIANO et. al., 2009).

d. Sistema imune dos peixes em relacdo com sistema

antioxidante

O sistema imune atua na defesa na protecdo do organismo contra
microrganismos, toxinas ou células malignas. Sua forma de atuacédo pode ser
dividida em inato ou ndo especifico e especifico ou adquirido, que atuam
conjuntamente para destruir invasores e para gerar processos de memodria
imunolégica (BAYNE; GERWICK, 2001; SOUZA et al.,2019).

O sistema imune inato tem como funcdo direcionar defesa contra
microrganismos e moléculas estranhas de forma inespecifica, diferente do
sistema imune adquirido que ataca antigenos de forma especifica, presente em
microrganismos, produzindo linfocitos T e anticorpos (BILLER; TAKAHASHI et
al, 2014).

Ellis (2001) conclui que quando o organismo produz uma resposta contra
agentes infecciosos virais, fungicos, parasitarios ou bacterianos, as chances
desse agente invadir e se instalar nesse organismo sdo muito menores.

A primeira linha de defesa contra patégenos no sistema inato, conta com
uma barreira fisica constituida pela pele e o0 muco. A pele e 0 muco apresentam

uma barreira quimica, pois contém citocinas, glicoproteinas, lisozima,
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imunoglobulinas, proteinas do sistema complemento e enzimas antimicrobianas
com acdes inibitorias de patogenos (URBINATI; CARNEIRO, 2004).

O sistema inato inclui a barreira fisica da pele e do muco; assim como 0s
componentes celular e humoral (ABREU, 2007; SOUZA et al., 2019). A funcgéo
do sistema inato € de reconhecer por¢cbes que sdo denominadas PAMPS
(Pathogen associated molecular patterns) originadas de agente infecciosos ou
microrganismos como peptidoglicanos, lipopolissacarideos, DNA bacteriano ou
RNA viral (ELDWARD; GASQUE, 2003).

O reconhecimento desses componentes nao proprios do organismo é
realizado por receptores denominados PRRs (Parttern recognition receptores),
sendo considerados moléculas chaves para emitir alerta do sistema imune frente
a invasores (RAUTA et al., 2014). Ao ser reconhecidos pelos receptores RRS e
PAMPS é gerado uma cascata de sinalizacao intracelular, estimulando assim a
liberacdo de diversas citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF),
interleucinas IL-1B, 12, 8, 6 e interferons (IFN) (RAUTA et al., 2014).

Os peixes possuem o sistema inato considerado mais efetivo quando
comparado com outros vertebrados, por possuirem uma grande diversidade de
genes que codificam os PRRs, devido ao fato de existir inGmeras células
procariodticas e virus no ambiente aquéatico, tendo como promoc¢ao uma grande
adaptacao dos peixes (MAGNADOTTIR, 2006).

O sistema especifico encontra-se em todos os vertebrados, com excecao
dos peixes da classe Agnatha (HOLLAND; LAMBRIS, 2002). O sistema
adquirido é capaz de reconhecer, reagir e distinguir diversas substancias,
incluindo moléculas com muita semelhanca, e gerar memodria imunolégica
(ABBAS; LICHMAN, 2004).

Diferentemente do sistema imune inato, o sistema imune especifico
necessita da presenca do antigeno para desencadear rea¢des que resultardo no
aumento de anticorpos especificos para tais invasores, promovendo ainda
memoaria imunologica (BERNSTEIN et al., 1998).

Na busca da preservacédo da vida, o sistema imune inato e especifico
trabalha de forma conjunta frente a um organismo invasor (IWANA; NAKANISHI,
1997). As células T possuem a funcdo de ativar células de defesas como

linfécitos B, linfocitos citotoxicos e macréfagos, atraves da liberacéo de ocitocina
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no organismo. Depois de ativados, os linfécitos B produzem anticorpos que
ligam-se ao microrganismo, iniciando assim a fagocitose, promovendo a
neutralizagédo e a oponizagdo do agente (ROBI et al., 2003). A ativacao dessas
células demonstra que os sistemas inato e especifico atuam simultaneamente

ou isoladamente frente & ameaca de um invasor (GOLDSBY et al., 2002).

e. B-Glucano

O B-glucano é o imunoestimulante mais estudado e muitas pesquisas
avaliam uma fracdo insoluvel da parede celular das leveduras. Esses estudos
mostram que esse composto apresenta efeitos na saude de humanos, mas
também em roedores, invertebrados e em peixes (NOVAK; VETVICKA, 2008).

O B-glucano é formado de polissacarideos naturais que sédo elementos
fundamentais da parede celular e que podem servir como armazenamento de
energia em bactérias, fungos, leveduras, algas e plantas (WOJCIK R et al.,2009).
Sao formados por mondmeros de D-glicose e na maioria dos casos exibem uma
espinha dorsal, com cadeiras laterais de D-glicose que fazem ligacfes (1,3) — 8
ou (1,6) — B, que determinam sua efetividade como imunomoduladores, pois
facilitam a estimulacdo dos mecanismos de defesa ndo especifica dos animais
(FIGUEIRAS et al.,1998).

De acordo com estudos, os imunoestimulantes podem gerar respostas
positivas mesmo quando utilizados isoladamente, aumentando atividades nos
mecanismos de defesa ndo especificos, como potencializacdo das células
fagociticas ou células citotéxicas (ANDERSON, 1993). Assim, diversos produtos
apresentam adicédo de B-glucano para aumentar a produtividade e a imunidade
dos peixes durante o ciclo de produgéo (WHITTINGTON et al., 2005).

O B-glucano pode ser administrado de diversas formas, tais como, por
injecao, suplementado na dieta e até por imerséo na agua, sendo que os efeitos
imunoestimulantes do B-glucano mostraram-se efetivos em diferentes espécies
(PETIT; WIEGERTJES, 2016). Ao adentrar no organismo do animal, processam
o B-glucano em fragmentos menores que sdo capazes de ligar-se as células por

receptores e induzir a ativacdo de células imunes inatas, aumenta a
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concentracdo de proteinas liticas, como lisozima e as do sistema complemento,
resultando em uma resposta contra um estimulo indesejavel (ORTUNO et al.,
2002; STIER et al.,2014).

Quando administrado em dietas para animais, o B-glucano € considerado
um PAMP (Pathogen associated molecular patterns), pois é reconhecido por
receptores, fagocitado e processado por espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (GOODRIDGE et al., 2011).

A fagocitose € um mecanismo essencial para a destruicdo de patdégenos
como também para o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que sado fundamentais na destruicdo de invasores (PETIT;
WIEGERTJES, 2016).

O B-glucano se mostrou positivo na reducéo da concentracdo de cortisol,
0 que indica que a suplementacédo deste produto pode servir como redutor das
respostas de estresse (GARCIA, 2008).

A administracdo dos imunoestimulantes na piscicultura pode ser por via
oral, injecdo ou imersao, sendo a injecao intraperitoneal a mais eficiente, porém
a que mais causa estresse. A mais utilizada € o método via oral que permite que
guase todos os peixes sejam tratados sem que haja outros efeitos prejudiciais
(SHAKYAM; LABH, 2014).

O uso de imunoestimulantes pode ser a longo prazo, de forma periédica
ou a curto prazo, sendo a de curto prazo a mais indicada, pois quando o animal
€ exposto a longo prazo pode torna-lo tolerante ao composto, podendo até
induzir imunossupressao (RODRIGUES et al., 2020).

Rodrigues et al. (2020) avaliou a utilizagdo de quimioterapicos, vacinas e
imunoestimulantes em comparacéo da eficiéncia espectro e duragao (tabela 1),
sendo os imunoestimulantes bem avaliados em comparacdo com os demais

tratamentos.

Tabela 1 - Comparacao entre quimioterapicos, vacinas e imunoestimulantes
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Aspectos Quimioterapicos Vacina Imunoestimulantes
Situagao de uso Terapéutico Profilatico Terapeéutico/Profilatico
Eficacia Excelente Excelente Excelente/Boa
Espectro Meédio Limitado Largo
Duragao Curta Longa Curta

Fonte: Rodrigues et al., 2020 adaptado de SAKAI, 1999.

2.7 Streptococcus agalactiae

A tilapia do Nilo é a espécie mais produzida entre os peixes cultivados.
Usualmente é utilizado no sistema de cultivo intensivo, caracterizado por alta
taxa de estocagem de peixe e, consequentemente, arracoamento intensivo
podendo ocorrer diminuicdo da qualidade da &gua e estresse dos animais,
tornando-os susceptiveis as enfermidades infecciosas (PLUMB et al.,1997 e
2000).

Segundo Roberts et al. (1981; 2008) as principais espécies de bactérias
patogénicas para peixes sdo Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnare,
Edwardisiella tarda, Vibrio vulnificus, Streptococcus iniae e Streptococcus
agalactiae.

A bactéria Streptococcus agalactiae e o estresse causado pelo manejo e
a ma qualidade ambiental aumenta a suscetibilidade de tilapia a infeccdes,
inclusive por bactéria (FAGUNDES et al., 2016.) S. agalactiae (grupo B, GBS) é
um coco Gram positivo e foi o primeiro definido como causa de mastite bovina
em 1887.

Lancefield e Hare (1935) posteriormente a identificaram em esfregacos
vaginais em 1935, S. agalactiae € uma bactéria patogénica essencial
frequentemente associada a septicemia e meningoencefalite em peixes (EVANS
et al. 2008). A doenca causa morbidade e mortalidade significativas entre
espécies de peixes de agua doce, estuarinas e marinhas, incluindo a, tilapia e
peixes ciprinideos (GENG et al. 2012; PRIDGEON; KLESIUS 2013; LIU et al.,
2014; CHONG et al. 2016; DENG et al. 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da associacédo do
imunoestimulante , estresse de manejo e oxidativo, sobre sistema antioxidante

de tilapias.

3.2 Os objetivos especificos séo:

e Testar o protocolo atual de imunomodulacéo preconizado para tilapias;

e Determinar se o B-glucano, que é considerado um PAMP, pode provocar
Imunossupressao associados com manejos estressantes;

e Avaliar a agdao do pB-glucano administrado associado a manejos
estressantes sobre as variaveis bioquimicas, enzimas antioxidantes e

variaveis do estresse oxidativo em tilapias.

4 MATERIAL E METODO

4.1 Instalacéo

O experimento foi realizado no biotério do Laboratério de Imunologia
Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas, Campus de Dracena,
Séo Paulo. Foram utilizadas 24 caixas de polietileno que estavam armazenadas
no biotério tampadas com telas impedindo a perda dos peixes.

O sistema de agua era aberto com o renovamento de diaria e monitorado
regularmente; a temperatura era mantida a 26 + 1°C. Devido as disposi¢des das
caixas, foi preciso cobrir a janelas e fazer a instalacdo de luminarias para que

todas as caixas tivessem acesso as 12h no periodo diurno e noturno.

4.2 Animais
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Foram utilizadas 408 tilapias juvenis (Oreochromis niloticus), revertidas,
provenientes de piscicultura da regido de Santa Fé do Sul - SP, com o peso
inicial médio de 80g. Os peixes foram distribuidos em 24 caixas, contendo 17
peixes em cada caixa e alimentados durante 03 semanas com dieta comercial
para o periodo de aclimatacéo, somente ap0s esse periodo é que o experimento

foi iniciado.
4.3 Dieta

No presente experimento, foram confeccionadas duas dietas: Uma dieta
controle (livre de B-glucano) e uma dieta experimental (0,1% de [B-glucano)
preparadas no Instituto de Pesca de S&o José do Rio Preto — SP e foram
formuladas de acordo com as exigéncias da espécie.

As dietas foram feitas com alimentos pesados, pré-misturados e moidos
em triturador tipo martelo com peneira de 0,8 mm, e incluidos os suplementos
minerais. Em seguida, incorporada na dieta experimental, o suplemento de 0,1%
de B-glucano. A mistura foi umedecida com agua a 50°C e submetida ao
processo de extrusdo com matrizes de 2,5 mm e, posteriormente, seca em estufa
de ventilacao forgcada por 12 horas a 55°C, resultando em um produto com cerca
de 10% de umidade.

As dietas foram armazenadas em potes plasticos etiquetados de acordo
com a caixa e o tratamento; e conservados em geladeira durante todo o

experimento.

Tabela 2 - Formulagao da ragéo da dieta controle e com B-glucano
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Racdo Basal
Matérias Primas
Descrigdo (%) (%)
Controle Teste-f-Glucano

Farelo de Soja 34,218 34,218
Farinha de visceras 18,000 18,000
Milho 17,511 17,511
Farelo de Trigo 9,000 9,000
Quirera de arroz 8,000 8,000
Farinha de Carne e ossos 6,686 6,686
Protenose 3,446 3,446
Fosfato bicalcico 0,755 0,755
Oleo de Soja 1,000 1,000
Premix® 0,500 0,500
Antifingico 0,200 0,200
Sal 0,300 0,300

DL-Metionina 0,168 0,168
Antioxidante 0,050 0,050
Calcario 0,167
Betaglucano 0,167
Total 100,000 100,000

Fonte: Elaborado pela Profa. Dra. Jaqueline Dalbello Biller.

4.4 Delineamento experimental

A fim de testar o protocolo atual de imunomodulacéo preconizado para
tilapia, e verificar se o B-glucano pode apresentar potencial imunossupressor e
sua capacidade de amenizar os efeitos do estresse oxidativo ap0s episddios
estressantes de manejo, 480 tilapias foram distribuidas em 24 caixas de
polietileno de 100 L, com 18 peixes cada, e divididas em 08 tratamentos, com 03

repeticbes cada.

e Tratamento 01 (C15). Tilapias receberam dietas controle (livre de
B-glucano) por 15 dias e serdo amostradas apés 15 dias de
experimento;

e Tratamento 02 (C15D). Tilapias receberam dietas controle (livre de
B-glucano) por 15 dias, serdo desafiadas aos 14 dias, e seréo
amostradas ap06s 15 dias de experimento;

e Tratamento 03 (B15). Tilapias receberam dietas experimental (1g
kg de B-glucano) por 15 dias e serdo amostradas apés 15 dias de
experimento;
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e Tratamento 04 (315D). Tilapias receberam dietas experimental (1g
kg! de B-glucano) por 15 dias, serdo desafiadas aos 14 dias, e
serdo amostradas apés 15 dias de experimento;

e Tratamento 05 (C30). Tilapias receberam dietas controle (livre de
B-glucano) por 30 dias e serdo amostradas apos 30 dias de
experimento;

e Tratamento 06 (C30D). Tilapias receberam dietas controle (livre de
B-glucano) por 30 dias e serédo desafiadas aos 29 dias, e seréo
amostradas apos 30 dias de experimento;

e Tratamento 07 (B30). Tilapias receberam dietas experimental (1g
kg de B-glucano) por 30 dias e serdo amostradas apés 30 dias de
experimento;

e Tratamento 08 (B30D). Tilapias receberam dietas experimental (19
kg? de B-glucano) por 30 dias e serdo desafiadas aos 29 dias, e
serdo amostradas apés 30 dias de experimento.

Aos 14 dias, os grupos 02 e 04 foram desafiados com manejos
estressantes (estresse e infeccdo com 1,0 x 108 UFC de S. agalactiae/peixe
inativada). Ap6s 24h, aos 15 dias de experimento, peixes dos tratamentos 01,
02, 03 e 04 foram amostrados, anestesiados em solucao de 6leo de cravo (1 g
10 L* de &agua), foi coletado sangue de 4 peixes de cada caixa (n=12) para
avaliacdo de variaveis bioquimicas (proteina total, albumina, globulina e indice
A:G) e cortisol (Kit comercial); coletado o figado para a avaliacdo da expresséo
dos genes Hsp70, CAT, SOD, GPX, GR e GSTa por PCR RealTime; e coletado
o figado para avaliacdo das respostas enzimatica antioxidante no figado (CAT,
GPx e SOD).

Em seguida, individualmente pesados em balanca digital semi-analitica
com precisdo de 0,01 g, e medidos em ictibmetro. Aos 29 dias de experimento,
peixes dos tratamentos 06 e 08 foram desafiados com manejos estressantes e
(04 peixes de cada caixa, n=12), e ap0s 24h, aos 30 dias de experimento, peixes
dos tratamentos 05, 06, 07 e 08 foram amostrados, e passaram pela colheita de

sangue e figado para avaliacdo das andlises citadas.

4.5 Desafio de estresse e infeccdo experimental S. agalactiae
inativada (bacterina)
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Para a fase final do experimento, foi desenvolvido um protocolo de desafio
microbiolégico com S. agalactiae pelo Laboratorio de Imunologia Animal — (LIA)-
UNESP Dracena, SP. As bactérias foram adquiridas do Laboratério de
Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquéaticos do Centro de Aquicultura
da UNESP (LAPOA-CAUNESP), cujas cepas foram isoladas e identificadas em
peixes a partir de sinais clinicos do animal doente. O peixe moribundo passou
por assepsia com alcool 70% para coletar os 6rgdos que. Os tecidos foram
incubados por 24-48 h a 280C e semeados em placas de cultura contendo agar
BHI apropriado para isolar a bactéria € caracterizado morfologicamente com
coloracdo gram. Foi realizada analise molecular para identificacdo da espécie e
o0 teste de sensibilidade microbiana para achar a concentragdo minima inibitoria
e minima bactericida. Na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnolbgicas
(FCAT), campus de Dracena - SP, o crescimento das bactérias foi realizado em
garrafas com meio de cultivo BHI. A bactéria foi inoculada 3 vezes com alca de
semeamento e deixadas em estufa a 28° C entre 24 e 48h; Em seguida, foi
medida a densidade Gtica do meio de cultivo a 625nm. Aliquotas desse meio de
cultivo foram conservadas por congelamento, nas quais foram adicionados 1:1
500uL de glicerol estéril e 500uL de meio de cultivo com bactérias em alta DO e
foram congelados a -200 C por 30 minutos antes de armazenar a -800C. Essas
cepas estdo na FCAT e poderéo ser utilizadas em estudos futuros.

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

semeado em placa com meio sélido PCA (Figura 01).

Figura 01 - Diluicdes do meio de cultura de bactérias para a contagem de células.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Apods a diluicdo, foram semeadas as diluicdes entre 10® a 101° por
triplicata. No fundo da placa foi colocado 1 mL da diluicdo, adicionado o meio
PCA (por cima das bactérias) e misturados por agitacdo em varias direcoes. Por
fim, foi deixado o meio solidificar, fechando as placas, que foram colocadas em
estufa para incubacéo a 28°C para que fosse possivel contar as bactérias.

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

resposta imunoldgica dos peixes através de uma terceira coleta.

4.6 Biologia molecular

Analise do transcriptoma de citocinas pro-inflamatorias Hsp70, CAT, SOD,
GPX, GR e GSTa por RT-PCR.
O figado foi coletado de acordo com cada protocolo experimental e

armazenados em freezer -80°C até a realizacdo das analises. O material passou
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por extracdo do RNA para analise da expressao de citocinas Hsp70, CAT, SOD,
GPX, GR, GSTa por RT-PCR.

A extragdo de RNA das amostras foi obtida com a utilizag&o de Trizol® LS
Reagent (Invitrogen™), de acordo com as recomendacoes do fabricante. O RNA
extraido sera quantificado em equipamento que determina a quantidade de RNA
em ng (Nanodrop ou similar). E a partir do RNA extraido, componente que
apresenta pouca estabilidade, serd obtido o cDNA por transcri¢do reversa (RT)
sintetizado pelo scriptTM.

Em seguida, a sequéncia serd amplificada pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os primers desenhados (selecionados em literatura
para a espécie Oreochromis niloticus) (Tabela 1), dNTPs e enzima DNA
polimerase de Tag em um termocliclador, que proporcionara os ciclos de
temperatura necessarios para desnaturacdo do DNA (alta temperatura,
normalmente em torno de 95°C), hibridagdo dos primers com o DNA template
(temperatura baixa, em torno de 48°C) e temperatura mediana (em torno de
68°C) ponto 6timo da polimerase, que ir4 incorporar os dNTPs para a extensao
das fitas.

As temperaturas para o0s ciclos desnaturacao-hibridizacao-sintese
utilizadas serdo de acordo com a literatura (Tabela 1), com a finalidade de
resultar na sintese de centenas de milhdes de copias do fragmento de DNA
amplificado.

A viabilidade dos resultados da amplificacdo serdo analisados a partir da
visualizacdo em gel de agarose (0,8%) submetida a eletroforese (huma cuba de
eletroforese acoplada a fonte de energia) em tampdo TBE 0,5x Tris-Borato
(0,045M), EDTA (1 mM), e observados através da transiluminagéo do gel em luz
ultravioleta (equipamento de fotodocumentacéo), apds coloracdo em solucao de
GelRedTM (Biotim), (o corante usual composto por brometo de etideo (0,5
pg/mL) n&o sera utilizado devido suas caracteristicas cancerigenas,
mutagénicas além de ser considerado um contaminante ambiental) e
comparados com um padréao de tamanho molecular de DNA aplicado na primeira
canaleta do gel onde seréo aplicadas as amostras a serem analisadas em corrida
eletroforética (SAMBROOK et al., 2001; KUBISTA et al., 2006).
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Em seguida a reacdo de amplificacdo foi realizada em equipamento de
RT-PCR, uma vez que a quantificacdo dos acidos nucléicos é mais precisa, pois
é realizada na fase exponencial da reacdo. O limiar da fase exponencial é
detectado durante os ciclos de temperatura e € denominado de Cycle Threshold
(Ct), a partir do qual se quantifica exatamente os produtos da reacdo de
amplificacdo devido a emisséao de fluorescéncia (Sybr Green e o Tagman sao 0s
fluor6foros mais utilizados). O equipamento apresenta um termociclador e
sistema Optico para a excitagdo da fluorescéncia, além de softwares para
analisar as informacfes resultantes. A fluorescéncia emitida representa a
quantidade do produto amplificado e aumenta de acordo com o resultado da
reacdo, e a fim de avaliar o transcriptoma, avalia-se através de programas
computacionais qual tratamento promoveu maior amplificagdo do RNAm (“fold-

change”).

Tabela 3 - Sequéncia de primers especificos

Gene Sequéncia Fw/Rv (5'-3") PB Ta Accession Referéncia
NO

F:
GTGCCCATCTACGAGG
B- GTTA Mahmoud A. O.

156 95°C | KJ126772
actin_B R: Dawood et al. 2020

CTCTTTGATGTCACGCA
CGA

F:
ATCAAGAAGATCGGCT
ACAACCCT Dong-Liang L
EF-1a A 109 | 95°C | ABO75952.1 | Pondtiang Lu et
- R al. (2019)
ATCCCTTGAACCAGCT

CATCTTGT

F:
CATCGCCTACGGTCTG

GACAA _
Hsp70 R 107 95°C | FJ207463.1 J. Qiang et al. 2016

TGCCGTCTTCAATGGT
CAGGAT

F: JF801726.1/
CAT CCCAGCTCTTCATCCA | 103 95°C | XM_003447
GAAAC 521

E, S. dos Reis
Goes et al. 2019
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R:
GCCTCCGCATTGTACT
TCTT

SOD

F:
TCCAGCCTGCCCTCAA
GTT

R:
CCAAAGTCCCGTTTGA
TTGC

127

95°C

JF801727

Malachy N.O. et al.
2017

GPX

F:
CGCCGAAGGTCTCGTT
ATTT

R:
TCCCTGGACGGACATA
CTT

107

95°C

NM_001279
711.1

E, S. dos Reis
Goes et al. 2019

GR

F:
CATTACCGAGACGCGG
AGTT

R:
CAGTTGGCTCAGGATC
ATTTG

420

95°C

XM_003445
184.5

Abd elhakeem I. et
al. 2019

GSTa

F:
TAATGGGAGAGGGAAG
ATGG

R:
CTCTGCGATGTAATTCA
GGA

202

95°C

NM_001279
635.1

Rui Jia et al. 2019

Fonte: Elaborado pela autora.

4.8 Variaveis bioguimicas

Proteina total, albumina, globulina sérica e indice A:G

A concentracao de proteina total foi determinada no soro pelo método do

Biureto (kit comercial) e a de albumina pelo método colorimétrico — verde de

bromocresol (kit comercial).

A globulina foi determinada subtraindo a albumina da proteina total e o

indice albumina-globulina (A:G) foi calculado dividindo-se o valor da fragédo

albumina pelo valor total da fragéo globulina de cada amostra analisada.
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4.9 - Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA)

e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%), pelo programa estatistico

SAS, versao 9.0.

5 RESULTADOS

5.1 Determinacdo molecular da expressao de genes por qPCR-RT.
a) Expressao do gene HSP70

N&o houve diferenca na expressédo do gene HSP70 entre os tratamentos

avaliados (Figura 2).

Figura 2 - Expressao relativa do gene HSP70 em figado de tilapia alimentadas com [3-
glucano, por RT-PCR. Valores sdo médias + desvio padrdo em duplicata. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (P<0.05). C= dieta controle, BG= 3-glucano,
D= Desafiado

27,06 2498 28,48 27,84 2521 2453 25,70 26,09

C15 C15D C30 C30D BG15 BG15D BG 30 BG30D

HSP70
(fold change)

Fonte: Elaborado pela autora.
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b) Expresséo do gene CAT

A expresséo do gene CAT foi maior nos peixes alimentados com dieta
controle por 30 dias (C30D) em comparacdo com 0s grupos peixes alimentados
com dieta controle, controle desafiado e B-glucano por 15 dias (C15, C15D e
BG15), entretanto sem diferenca estatistica em comparacdo com os demais
grupos (Figura 3).

Figura 3 - Expressao relativa do gene Catalase (CAT) em figado de tilapia alimentadas
com B-glucano, por RT-PCR. Valores sdo médias * desvio padrao em duplicata. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica (P<0.05). C= dieta controle, BG= 3-glucano,

D= Desafiado.
30,00
25,00 2 ab ab
b ab ab
b b

520,00
Z
=3

© 215,00
—
o
=

10,00

5,00

0,00

C15 CD15 €30 CD30 B15 BD15 B30 BD30

Fonte: Elaborado pela autora.

c) Expressao do gene SOD

A expressdo do gene SOD (Dismutase do Superoéxido) foi maior nos
peixes alimentados com dieta controle e desafiado por 30 dias (C30D e BG30D)
em comparacdo com peixes alimentados com dieta controle e desafiado e [3-
glucano por 15 dias (C15D e BG15), entretanto sem diferenca estatistica em

comparacao com os demais grupos (Figura 4).
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Figura 4 - Expressao relativa da enzima superoxido dismutase (SOD) em figado de
tilapia alimentadas com B-glucano, por RT-PCR. Valores sdo médias + desvio padréao
em duplicata. Letras diferentes indicam diferencga estatistica (P<0.05). C= dieta
controle, BG= B-glucano, D= Desafiado.

40,00
35,00

3000 % 2
25,00

20,00

SoD
(FOLD CHANGE)

15,00
10,00
5,00

0,00
€15 CD15 (€30 CD30 P15 pD15 B30 BD30

Fonte: Elaborado pela autora.

d) Expressao do gene GPx

A expressdo do gene glutationa peroxidase (GPx) nao apresentou

diferenca entre os tratamentos estudados (Figura 5).

Figura 5 - Expressao relativa da GENE sistema glutationa peroxidase (GPx) em figado
de tilapia alimentadas com B-glucano, por RT-PCR. Valores sdo médias + desvio
padrao em duplicata. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0.05). C= dieta
controle, BG= B-glucano, D= Desafiado.

40,00
35,00 a

30,00 a a
25,00

20,00

15,00

GPX
(FOLD CHANGE)

10,00

5,00

0,00

C15 CD15 €30 CD30 B15 BD15 B30 BD30
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Fonte: Elaborado pela autora.

e) Expressao do gene GR

A expressao do gene glutationa redutase (GR) foi maior nos peixes
alimentados com B-glucano por 15 dias (BG15) em comparagdo com peixes
alimentados com dieta controle e 3-glucano por 30 dias (C30 e BG30), entretanto

sem diferenca estatistica em comparacao com os demais grupos (Figura 6).

Figura 6 - Expressao relativa do gene glutationa redutase (GR)em figado de tilapia
alimentadas com B-glucano, por RT-PCR. Valores sdo médias * desvio padrdo em
duplicata. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0.05). C= dieta controle,
BG= B-glucano, D= Desafiado

39,00 a
= =y
38,00
37,00
ab ab

36,00 ab T
g T

35,00
<Z: ab b
55 34,00 b = T
a I
= 33,00 l
)

32,00

31,00

30,00

29,00

C15 CD15 C30 CD30 B15 D15 30 BD30D

Fonte: Elaborado pela autora.

f) Expressao do gene GSTa

A expressao do gene glutationa s-transferase (GSTa) foi maior para
peixes alimentados com dieta controle por 30 dias e desafiados (C30D) e
alimentados com B-glucano por 30 dias (BG30D), em comparagdo com todos 0s
demais tratamentos. Em seguida, a expressao génica foi maior nos peixes
alimentados com dieta controle e B-glucano por 30 dias (C30, BG30) em

comparagao com peixes alimentados com dieta controle por 15 dias e desafiados
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(C15, C15D) e alimentados com B-glucano por 15 dias (BG15), entretanto sem

diferencas com os demais grupos (Figura 7).

Figura 7 - Expressao relativa da GENE glutationa s-transferase (GSTa) em figado de
tilapia alimentadas com B-glucano, por RT-PCR. Valores sdo médias + desvio padréao
em duplicata. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0.05). C= dieta
controle, BG= 3-glucano, D= Desafiado

40,00

35,00 I

30,00 T c
N L

20,00

i ®

GSTA
(FOLD CHANGE)

15,00
10,00
5,00

0,00
C15 (D15 (30 (D30 PBG15 PBGD1S PBG30 BGD30

Fonte: Elaborado pela autora.
5.2 Determinacgdo das variaveis bioquimicas.

a) Proteinas totais.

A concentragdo de proteinas totais foi maior nos peixes alimentados por
15 dias com B-glucano em comparacdo com peixes alimentados por 30 dias com
B-glucano desafiados, entretanto sem diferenca estatistica em comparagcdo com

0s demais grupos.

Figura 8 - Expresséo relativa dos niveis variaveis de proteinas totais em soro (retirado
da amostra de sangue) de tilapia alimentadas com B-glucano, por RT-PCR. Valores
sdo médias + desvio padrdo em duplicata. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (P<0.05). C= dieta controle, BG= 3-glucano, D= Desafiado
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Fonte: Elaborado pela autora.

b) Globulina

A concentracdo de globulina ndo apresentou diferenca entre o0s

tratamentos estudados (Figura 9).

Figura 9 - Expresséo relativa dos niveis variaveis da proteina globulina em soro
(retirado da amostra de sangue) de tilapia alimentadas com B-glucano, por RT-PCR.
Valores sdo médias * desvio padrdao em duplicata. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (P<0.05). C= dieta controle, BG= 3-glucano, D= Desafiado.
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18

16
14
1
1
0

CD15 CD30 BG15 BGD15 PBG30 BGD30
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s o ®m o 0N

]

Fonte: Elaborado pela autora.

c) Albumina

A concentracdo e albumina foi maior nos peixes alimentados por 15 dias
com B-glucano (BG15) em comparacao com peixes alimentados por 30 dias com
B-glucano e desafiados (BG30, BG30D), entretanto sem diferenca estatistica em

comparacao com os demais grupos (Figura 10).

Figura 10 - Expresséao relativa dos niveis variaveis da proteina albumina em soro
(retirado da amostra de sangue) de tilapia alimentadas com -glucano, por RT-PCR.
Valores sdo médias * desvio padrdo em duplicata. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (P<0.05). C= dieta controle, BG= 3-glucano, D= Desafiado.
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Fonte: Elaborado pela autora.

6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos do B-glucano sobre o sistema imunolégico
frente ao estresse de manejo, e foi observado aumento de enzimas hepaticas
antioxidantes e séricas em Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) avaliadas
pelo método RT-PCR e andlises bioquimicas.

No presente estudo, foi realizado associagéo entre o B-glucano e manejos
estressantes, e foi observado aumento na expressao de genes do sistema
antioxidante, principalmente nos tratamentos que receberam infeccdo
experimental. Indicando que a presenca de um processo inflamatdrio aumenta
os radicais livres e por consequéncia aumenta a producdo dos compostos
antioxidantes. Durante a fagocitose de patégenos, os leucdcitos aumentam o seu
consumo de oxigénio intracelular e consequentemente ha producéo de diversas
espécies reativas de oxigénio (EROs) que séao radicais livres (BILLER et al.,
2013).

O presente estudo ndo demonstrou alteracédo significativa na expressao
génica do HSP70 apds exposicao ao estresse de manejo e aos tratamentos, iSso
indica que ndo houve a necessidade da célula ativar os mecanismos de reparo,
transporte ou até mesmo protecdo de danos as proteinas em resposta aos
tratamentos (CONTARDO-JARA et al.,, 2010). A HSP70 é considerada uma
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proteina defensora, que atua como chaperocina, ou seja, é reconhecida por
receptores que desencadeiam respostas pro-inflamatorias, frente ao
desequilibrio gerado pelo estresse oxidativo ou infeccdo. Sdo capazes de
desencadear a resposta celular causada pelo estresse em diferentes células e
orgaos, alterando a expresséao de proteinas especificas relacionadas a protecéo
do organismo, como as enzimas antioxidantes (ASEA A. 2008). O presente
estudo demonstrou que a associagéo do B-glucano e os manejos de estresse
aplicados ndo promoveram alteracfes deletérias que resultam no aumento da
HSP7, demonstrando a eficacia do tratamento com o B-glucano (SIQUEIRA-
BATISTA R; MENDONCA EG; GOMES AP; VITORINO RR; MIYADAHIRA R;
ALVAREZ-PEREZ M, 2012).

A expressao do gene CAT (catalase) foi ativada no figado resultando
aumento na producdo de defesas antioxidantes enzimaticas nos peixes
desafiados e alimentados com dieta controle por 30 dias, identificando que houve
producao do sistema de defesa para combater os radicais livres produzidos pelos
agentes estressores de manejo e inoculacdo durante o desafio. As enzimas
antioxidantes séo constantemente citadas na literatura como biomarcadores de
contaminacao em diversos organismos, entretanto a expresséo de gene CAT foi
menor nos peixes alimentados com [-glucano, principalmente por 15 dias,
mostrando um papel protetor desse imunoestimulante. A CAT é essencial para
o funcionamento do sistema inato de defesa. A modulacdo da producéo da CAT
€ importante para muitos processos, tais como proliferacdo, diferenciacao,
migracao celular e apoptose (UNDERHILL; OZINSKY, 2002; OOST et al., 2003;
MALHOTRA; KAUFMAN, 2007; VEAL et al., 2007; ZAMOCKY et al., 2008;
WANG et al., 2013). O uso de B-glucano apesar de modular o sistema de defesa
nao aumenta a demanda desse antioxidante, indicando que € seguro e eficiente
em peixes.

A expressao do gene SOD (Dismutase do Superoxido) estudado no
presente estudo foi maior nos peixes desafiados por 30 dias e alimentados com
a dieta controle, evidenciando que a producdo desta enzima esta relacionada
com a defesa imunoldgica contra patdégenos, e consequentemente contra a
producdo de RLs produzidas durante o desafio. Os peixes apresentam uma

ampla e complexa capacidade no sistema antioxidante, a SOD é uma substancia
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enzimatica capaz de evitar acumulo intracelulares de RLs (WINSTON,1991;
HALLIWELL et al., 1995; PIETTA, 2000) sendo caracterizada como primeira
linha de defesa contra os danos oxidativos (ATLI G; CANLI M, 2010). Assim,
houve aumento da SOD para prote¢édo do organismo contra a producao de RLs
causadas pela infeccdo experimental, e que o tempo foi um fator de estresse
para 0 animal, que em comparacao ao tratamento efetuado em 15 dias nao
demonstrou nenhuma alteracao significativa ao projeto estudado.

No presente estudo, ndo houve diferenga entre os tratamentos sobre a
expressdo do gene da glutationa peroxidase (GPx). Cunha Bastos VL (2007)
demonstrou em seus estudos que a enzima GPx tem acdo moderada no figado
em situacdes que acionam o estresse oxidativo comparado ao rim e baco, ou
seja, mesmo em presenca do desafio com agentes estressores 0 sistema
imunologico conseguiu combater os radicais livres ndo causando alteracfes
significativas desta enzima. Shan X, Aw TY, Jones DP. (1990) observou que as
caracteristicas da enzima glutationa peroxidase (GPx) atua como a linha de
defesa com acgao detoxificadora agindo contra a acdo dos RLs antes que estes
causem lesdes no organismo, sendo assim, podemos concluir que o estresse de
manejo ocasionado nos tratamentos de 15 e 30 dias ndo estimulou a producao
desta enzima ndao havendo aumento significativo.

No presente estudo, a expressao do gene glutationa redutase (GR) foi
maior nos peixes alimentados com B-glucano por 15 dias em comparagédo com
peixes alimentados com dieta controle e B-glucano por 30 dias, nao
demonstrando diferenca estatistica em comparacdo com 0s demais grupos
sendo uma enzima responsavel pela regeneracéo da glutationa oxidada (GSSG)
em sua forma reduzida (GSH), utilizando como substrato da enzima GPX, como
observado na acéo estavel da enzima GPX concluindo.

Ja a expressdo do gene Glutationa-S-transferase (GST) foi maior para
peixes alimentados com dieta controle nos peixes desafiados aos 30 dias
demonstrando que houve a producdo da enzima para defesa contra os RLs e
que o B-glucano é capaz de minimizar os danos causados pela ativagcdo dos RLs
como ocorreu na dieta com B-glucano por 30 dias. A Glutationa-S-transferase
(GST), pertence a uma familia multifuncional de proteinas envolvidas no

processo de detoxificacdo celular e correcéo dos efeitos deletérios de compostos
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xenobidticos como drogas, herbicidas, compostos quimicos carcinogénicos e
poluentes ambientais.

As variaveis bioquimicas foram avaliadas a fim de verificar a condigédo
fisica dos peixes. No presente estudo, a concentracdo de proteinas totais e
albumina foi maior nos peixes alimentados por 15 dias com B-glucano, indicando
boa condicao fisica com curto periodo de administracdo do imunoestimulante.
Os niveis de proteinas totais no soro séo atribuidos aos diferentes componentes
protéicos, como as globulinas, bem como a lisozima, complemento, e outros
peptideos (ALEXANDER; INGRAM 1992; MISRA et al., 2009). Por outro lado, a
concentracdo de globulina ndo apresentou diferenca entre os tratamentos
estudados, indicando que esse aumento ndo esté relacionado com proteinas de

defesa.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o (-glucano
pode ser uma ferramenta com o potencial adjuvante para protecado contra S.
agalactiae e o estresse oxidativo, podendo promover o controle e prevencao de
enfermidades estreptococicas e da acdo dos radicais livres. Houve interacéo
benéfica entre a administracdo do B-glucano e a vacinacdo em tilapias. Foi
possivel verificar a acdo do B-glucano sobre a expressdo de genes do sistema
antioxidante de tilapias; uma vez que mostrou aumento a expressao de genes,
CAT, SOD, GR e GSTa e sem alterar os genes Hsp70 e Gpx e variaveis
bioguimicas proteinas totais, albumina e globulina
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