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RESUMO

As algas verdes marinhas s&o consideradas uma das bioreservas mais ricas do
mundo, compostas por inUmeros compostos bioativos com propriedades versateis e
multiplas atividades, que podem ser usadas na aquicultura como imunoestimulantes,
antioxidantes e bactericidas contra bactérias potencialmente patogénicas para 0s
peixes. Os testes in vitro avaliaram a susceptibilidade das principais bactérias
patogénicas para peixes nativos, indicando que 9.375 mg/mL do extrato apresenta
atividade bactericida para a Flavobacterium oreochromis e bacteriostatico para as
demais cepas testadas. Posteriormente, foi avaliado o efeito do uso do extrato de Ulva
lactuca nos parametros bioquimicos e hematoldgicos, assim como a resposta celular
a inflamacéo induzida na bexiga natat6ria por F. oreochromis em uma espécie nativa,
em diferentes tempos de coleta. O extrato foi adicionado em ragdo comercial,
separando quatro tratamentos: 10g/kg (extrato / racéo), 20g/kg, 30g/kg e controle
(racdo ndo suplementada). Os materiais foram coletados em seis tempos: OH — antes
da inducao, 3H — trés horas ap0s inducao da inflamacéo, 6H, 12H, 24H e 48H. Dos
componentes celulares presentes no sangue e no infiltrado inflamatério, apenas os
trombdcitos apresentaram diferencas significativas, principalmente nos peixes
alimentados com 20g/kg de U. lactuca. As alteracdes histolégicas sdo condizentes
com quadros hemorragicos e de inflamagcé@o. Nas analises biogquimicas, fosfatase
alcalina, colesterol, triglicérides e albumina apresentaram interacfes entre tempo pés
inducao e tratamentos. De modo geral, a inclusdo da macroalga ndo impacta de forma
negativa na saude do animal, mas o estudo carece de mais dados para comprovar a
influéncia da macroalga na resposta inflamatéria dos pacus.

Palavras-chave: alga, atividade antimicrobiana, bactérias, columnariose, peixes,
inflamacéo, pacu.



ABSTRACT

Marine green algae are one of the richest bioreserves in the world, composed of
bioactive compounds with versatile properties and multiple activities, which can be
used in aquaculture as immunostimulants, antioxidants and bactericides against
potentially pathogenic bacteria for fish. The in vitro tests evaluated the susceptibility of
the main pathogenic bacteria for Brazilian’s native fish, indicating that 9,375 mg/mL of
the extract has bactericidal activity against Flavobacterium oreochromis and
bacteriostatic for the other strains assessed. Subsequently, the effect of using Ulva
lactuca extract on biochemical and hematological parameters was evaluated, as well
as the cellular response to inflammation induced in the swim bladder by F. oreochromis
in a native species, at different collection times. The extract was added to commercial
feed, separating four treatments: 10g/kg (extract / feed), 20g/kg, 30g/kg and control
(non-supplemented feed). The materials were collected at six times: OH — before
induction, 3H — three hours after inflammation induction, 6H, 12H, 24H and 48H. Of
the cellular components present in the blood and in the inflammatory infiltrate, only
thrombocytes showed significant differences, mainly in fish fed with 20g/kg of U.
lactuca. Histological alterations are consistent with hemorrhagic and inflammation
conditions. In biochemical analyses, alkaline phosphatase, cholesterol, triglycerides,
and albumin showed interactions between post induction time and treatments. In
general, the inclusion of macroalgae does not negatively impact the health of the
animal, but the study lacks more data to prove the influence of macroalgae on the

inflammatory response of pacus.

Kay-words: algae, antimicrobial activity, bacteria, columnariosis, fish, inflammation,

pacu.



REVISAO DE LITERATURA

1.1 Producéo de peixes no Brasil

As projecdes de crescimento populacional indicam que a demanda por
alimentos crescerd exponencialmente, principalmente em paises em
desenvolvimento. Hoje,89% da producdo de animais aquéticos € destinada ao
consumo humano (FAO, 2022) e considerando o territdrio nacional, o Brasil é
considerado um importante produtor de alimentos devido ao seu potencial de
expansdo na producdo agricola e pecuaria (SAATH; FACHINELLO, 2018). A
pandemia de COVID-19 impactou a produg¢do aquicola mundial, pela redug¢do do
comeércio e da captura extrativista, e os efeitos s6 foram atenuados porque a producéao
em cativeiro se manteve estavel (FAO, 2022). Mesmo assim, houve uma reducéo na
producdo de organismos aquaticos durante os periodos de 2018-2020 quando
comparado ao periodo de 2010-2018 (FAO, 2022).

Em 2019, o continente americano registrou uma producdo um pouco maior do
gue quatro milhdes de toneladas de peixes, crustaceos e moluscos, totalizando quase
20 milhdes de ddlares. Estes numeros tornam a América segunda colocada no ranking
de produtores, atras apenas da Asia. Neste mesmo ano, o Brasil participou com a
producdo de mais de 600 mil toneladas de organismos aquaticos, arrecadando quase
1,2 milhdes de délares (FAO, 2021). A producéo de algas ainda € menos explorada
pelos paises americanos, registrando aproximadamente 23 toneladas e totalizando
mais de 61 milh8es de doélares (FAO, 2021).

Em 2020, a aquicultura brasileira gerou 5,9 milhdes de reais. A grande
responsavel por este montante foi a tilapia (2,3 milhées), seguida pelo camaréo (1,3
milh&o) e pelas espécies de peixes nativos, que juntas somam 1,5 milhdo (IBGE,
2020). Algumas espécies se destacam em determinadas regides brasileiras, como o
tambacu, o pacu, a patinga e a tambatinga na regidao Centro-oeste; o camaréo e a
tilapia-do-Nilo no Nordeste; o tambaqui, 0 pirarucu, o pacu e a patinga na regido Norte;
a tilapia, o pacu e o lambari na regido Sudeste e a tilapia-do-Nilo na regido Sul (IBGE,
2020). A producédo de plantas aquaticas em territorio brasileiro ndo apresenta a
mesma significancia em quantidade produzida e valor gerado, em relacdo as demais
espécies de organismos aquaticos, posicionando o Brasil no 22° no ranking de paises
produtores em 2019 (FAO, 2021).



Considerando as estimativas de crescimento populacional, o Brasil se destaca
como um dos maiores produtores de alimentos, tanto de origem vegetal quanto de
origem animal — especialmente seu potencial para aquicultura; espera-se que o
gigante sul-americano assuma um papel de protagonista. Para isso, € necessario
incentivar e inovar o desenvolvimento da cadeia produtiva de peixes (SCHULTER,;
VIEIRA-FILHO, 2017).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie nativa da bacia do rio
Parana. A sobrepesca da espécie tem impactado os ecossistemas de agua doce pois
a espécie € um dos responsaveis pela dispersdo de sementes, auxiliando na
regeneracao da vegetacdo. Além de sementes, eles podem se alimentar de folhas,
caules, flores, frutos. Havendo necessidade, insetos, aracnideos, moluscos e peixes
menores também servem de alimento. As desovas ocorrem na estacao chuvosa, entre
outubro e dezembro, quando ha uma abundancia de alimentos nas areas alagadas. A
temperatura pode afetar a engorda do pacu em cativeiro, sendo toleravel até 22°C e
uma oscilacao térmica média de 6°C. O monitoramento da qualidade da &gua, uso de
uma dieta balanceada e emprego de aeracdo mecéanica podem otimizar o
desempenho produtivo desta espécie. O pacu consegue tolerar concentracdes de
oxigénio dissolvido de até 3mg/L 0,025mg/L de amdnia ndo ionizada e pH entre 6,5 e
9,0 (URBINATI; TAKAHASHI, 2020).

O sistema semi-intensivo € um dos principais utilizado por produtores de peixes
redondos, como o pacu, devido seu baixo custo operacional, mas pode apresentar
baixa produtividade por hectare. Pacu juvenil criado em sistema de bioflocos
apresenta um desempenho produtivo maior do que juvenil criado em sistema de
recirculacdo (SGNAULIN et al.,, 2021). A densidade de estocagem deve ser
considerada para determinar a viabilidade da engorda do pacu em sistemas de
tanques-rede, sendo que menores densidades apresentam maior desempenho
(MACIEL et al., 2021; URBINATI; TAKAHASHI, 2020). O desenvolvimento da cadeia
produtiva de peixes é impedido em parte por entraves econémicos como a burocracia
no licenciamento ambiental, a falta de investimentos no desenvolvimento de novas
tecnologias e qualificacdo de mao de obra e alta carga tributaria (SCHULTER; VIEIRA-
FILHO, 2017).



1.2 Flavobacterium oreochromis na piscicultura

Dentre os patdgenos que acometem o pacu, destacam-se as bacterioses
causadas por Aeromonas veronii, A. hydrophila, A. dhakensis, Citrobacter freundii,
Edwardsiella tarda, Pseudomonas putida, Streptococcus spp., Vibrio fluvialis e
Flavobacterium columnare. Estas bacterioses sao responséveis por grandes prejuizos

na producdo de espécies nativas.

Pouco se sabe sobre a patogenia destas doencas no organismo de peixes
nativos, o que dificulta o desenvolvimento de tratamentos para controle de surtos e
sua prevencao (FERREIRA et al., 2022).

A F. columnare, responsavel pela columnariose ou doenca da sela ou coluna,
€ uma bactéria estritamente aerdbica, Gram-negativa, produtora de sulfeto de
hidrogénio, capaz de degradar polissacarideos complexos presentes no tecido
conjuntivo. Esta distribuida por todo o mundo, sendo parte da microbiota de peixes de
agua doce, bem como da agua da producéo. Um peixe morto por columnariose pode
se tornar uma fonte de infeccdo com maior potencial do que um peixe vivo, porém
este peixe que sobreviveu ao surto pode se tornar um portador saudavel, transmitindo
a bactéria para outros hospedeiros susceptiveis. Além disso, est4 bactéria pode
sobreviver no ambiente aquatico em determinadas condi¢des fisicas e quimicas. A
matéria organica presente no sedimento possui nutrientes suficientes para a
sobrevivéncia da bactéria no ambiente, sendo possivel um novo surto em uma
determinada propriedade. Quando a F. columnare ndo estd no hospedeiro, ela
modifica a morfologia da colénia para uma forma menos virulenta para poupar energia
(DECLERCQ et al., 2013).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas das colénias de Flavobacterium spp. Fonte: LAANTO et al.,
2012.



O avanco das técnicas moleculares permitiu uma melhor caracterizacdo dos
grupos genéticos da F. columnare, classificando-a em trés dos quatro grupos como
espécies diferentes através dos distintos perfis de &cidos graxos, MALDI-TOF,
susceptibilidade a hospedeiros e viruléncia. Filogeneticamente, o grupo 1 se
caracteriza como F. columnare, o0 grupo 2 se aproxima da Flavobacterium covae, 0
grupo 3 se aproxima da Flavobacterium davisii e o grupo 4 se aproxima da
Flavobacterium oreochromis. Embora a disperséo destes grupos ao redor do mundo
seja um problema para peixes de producao e néo de vida livre, o grupo 4 foi descrito
apenas na América Latina e Asia (LAFRENTZ et al., 2022).

Ferreira et al. (2022) observaram que no Brasil ha uma nova cepa de F.
columnare (hoje denominada de F. oreochromis) circulando no pais, mais virulenta e
resistente a baixas temperaturas. Em estudo de patogenicidade realizado para o pacu,
a cepa, anteriormente isolada de tilapia-do-Nilo se mostrou altamente patogénica em
doses baixas (1x102, 1x10* e 1x10° UFC/ml com mortalidade de 50, 75 e 87,5%) para
esta espécie nativa, o que pode ser um problema (transmissdo da doenca),
principalmente para as espécies nativas que coabitam o mesmo ambiente das tilapias

produzidas principalmente em tanques-rede.

A columnariose é caracterizada por lesdes ulcerativas em branquias, pele e
nadadeiras dos peixes, possibilitando infec¢cdes secundarias por outros patdgenos.
Os sinais clinicos dependem da temperatura da agua, idade do hospedeiro e da
viruléncia da estirpe bacteriana. Estirpes com menor viruléncia, com temperatura da
agua acima de 21°C, podem provocar uma infec¢éo progressiva e danos severos aos
tecidos de peixes jovens antes da morte. Estirpes mais virulentas podem provocar
infecgdes fulminantes, com alta mortalidade e sem danos severos aos tecidos de
peixes jovens. As lesbes sdo mais severas e agudas durante a fase juvenil de
desenvolvimento do hospedeiro. Durante a fase adulta, a doenca pode ser aguda,
subaguda ou crénica, sendo que a forma aguda ou subaguda é marcada por lesdes
necroéticas amareladas nas branquias, evoluindo para total destruicdo do 6rgdo. Na
fase cronica, as lesées demoram mais para aparecer, surgindo préximas a nadadeira
dorsal, circundadas por um alo avermelhado, podendo evoluir para completa
deterioracdo da nadadeira. E possivel a ocorréncia de Ulceras na mucosa oral, sendo

esta lesdo mais letal do que lesdes na pele, uma vez que dificulta a alimentacao do



peixe, resultando em anorexia e agravamento do quadro geral de saude do
hospedeiro (DECLERCQ et al., 2013).

Figura 2. Piaractus mesopotamicus apresentando lesdes cutén.eas compativeis com columanariose.
Fonte: arquivo pessoal.

No Brasil, alguns grupos de pesquisadores isolaram a F. columnare em tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) (FIGUEIREDO et al., 2005) e em quatro espécies
tropicais (PILARSKI et al., 2008). Pilarski et al. (2008) demostraram que a alta
temperatura da dgua pode estar relacionada com a ocorréncia de lesdes externas e
aumento da mortalidade dos peixes. Portanto, presume-se que esta bactéria é de
extrema importancia para piscicultura nacional, uma vez que as principais espécies
de interesse comercial podem ser afetadas nas épocas que as condi¢des climéticas
favorecerem o0s surtos, ou seja, na primavera e verdo, ocasionando mortalidade e

grandes prejuizos econémicos.

A F. columnare pode apresentar resisténcia antimicrobiana geneticamente
adquirida. Mutacdes em genes girase estdo relacionados com a resisténcia a
quinolonas de primeira e segunda geracado em cepas isoladas de trutas e carpas, que
também expressaram o gene tetA de resisténcia a tetraciclina com resisténcia
fenotipica a oxitetraciclina (DECLERCQ et al., 2021).

Além da resisténcia aos antimicrobianos, o tempo residual dos medicamentos
na carne dos pescados também gera preocupacdes com a saude humana. Estas
guestbes levaram alguns paises a proibirem o0 uso de antimicrobianos como
moduladores de produtividade. Desta forma, os aditivos funcionais nas ragdes sao
alternativas interessantes para reduzir o uso de antimicrobianos na aquicultura

mundial.
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1.3 Uso da Ulva lactuca para peixes de producao

Aditivos funcionais séo ingredientes ndo nutritivos incluidos na formulacéo da
racdo, com a finalidade de melhorar a qualidade da racdo e/ou a saude dos animais.
A imunoestimulagdo promovida pelos aditivos funcionais ocorre através da ativagao
direta do sistema imunolégico ou através da microbiota nativa dos intestinos,
resultando em uma melhor atividade fagocitaria, ativacdo de macréfagos, ativacéo do
sistema complemento, atividade da lisozima, recrutamento leucocitério, entre outros
parametros. Os imunoestimulantes sdGo compostos naturais que estimulam o sistema
imune do hospedeiro. Séo classificados pela origem, modo de acédo e pela via de
administracdo (RODRIGUEZ-ESTRADA; RANZANI-PAIVA, 2019).

As macroalgas apresentam um grande potencial como aditivo funcional devido
a variedade de compostos de interesse para a industria farmacéutica, cosmética e
alimenticia. A Ulva lactuca € uma espécie de macroalga que desperta interesse da
industria devido sua composi¢ao quimica: 60% de carboidratos, 10-47% de proteinas,
1-3% de lipideos e 7-38% de minerais. Os principais compostos bioativos desta alga
séo os fendlicos, pigmentos (carotendides e clorofila) e polissacarideos (ulvana). Os
compostos fendlicos apresentam atividade antialérgica e determinadas concentracfes
de polifendis podem prevenir obesidade e sindrome metabdlica. Os carotenoides
possuem atividade anti-inflamatéria e antioxidante devido a habilidade de neutralizar
radicais livres (PAPPOU et al., 2022).

Os polissacarideos presentes na U. lactuca variam de 15 a 65% da massa seca.
O principal polissacarideo bioativo € a ulvana, polissacarideo sulfatado composto por
ramnose, acido urdnico, xilose e glucanos. A ulvana apresenta atividade antiviral,
antioxidante, antitumoral, anticoagulante, anti-hiperlipidémico, hepatoprotetor,
imunoestimulante (PAPPOU et al., 2022), antioxidante (PAPPOU et al.,, 2022;
SUNDARI; WIJAYA, 2021) e anti-inflamatoria (MO’O et al., 2020; SUNDARI; WIJAYA,
2021).

Alguns estudos avaliaram a utilizacdo do género Ulva spp. como aditivo na
racdo para organismos aquaticos para promover maior desempenho produtivo e
performance digestiva e saude (THARAKA et al., 2020). Cruz-Suarez et al. (2009)

compararam a adicao de U. clathrata, Macrocystis pyrifera e Ascophyllum nodosum
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na racao de Litopenaeus vannamei (camarao-branco-do-pacifico), observando que os
animais que receberam racdo suplementada com U. clathrata tiveram maior
crescimento e hidro estabilidade dos pellets. A inclusdo de 5% de U. lactuca na dieta
de juvenis de Lutjanus stellatus (pargo-pintado) contribuiu com o maior crescimento e

higidez dos peixes devido a atividade antioxidante e saude hepatica (ZHU et al., 2016).

A suplementacdo de 50 g/kg de Ulva lactuca na dieta da roncadeira-austral
(Argyrosomus japonicus) é recomendada, pois essa dose ndo ocasiona efeitos
negativos no desempenho produtivo e na utilizagdo do alimento. Estudos
hematoldgicos e bioquimicos também demonstraram que essa dose é segura e nao

causa efeitos adversos na fisiologia desta espécie (MADIBANA et al., 2017).

THARAKA et al. (2020) alimentaram o falso-alabote-japonés (Paralichthys
olivaceus) durante 12 semanas com uma combinacdo de algas em p6 (Ulva lactuca,
alface do mar e alga vermelha) incluidas na racdo com baixa quantidade de proteina
(44%) e observaram que a inclusdo desta combinacdo mostrou efeitos positivos em
todos os parametros avaliados (similares ou superiores ao grupo alimentado com
racdo contendo alta quantidade de proteina na dieta - 55%), como maior desempenho
produtivo, utilizacdo do alimento, digestibilidade, numero de células caliciformes e
vilosidades intestinais. A resposta imune nao especifica também foi superior nos
peixes alimentados com a combinacdo de algas, principalmente a lisozima,
imunoglobulinas, anti-protease, superoxido dismutase e catalase, além de maior

sobrevivéncia apos desafio com a bactéria Edwardsiella tarda.

Pesquisadores avaliaram a composicao da Ulva lactuca e alimentaram tilapia-
do-Nilo com uma combinac¢éo da alga com probiéticos e L-carnitina e observaram que
0s peixes alimentados com essa combinacgdo tiveram maior quantidade de células
vermelhas, maior valor de hematdcrito, de leucécitos, provavelmente devido a maior
guantidade de carboidratos complexos e polissacarideos presentes na alga. Este
estudo também concluiu que a alga é rica em proteina (22%) e nutricionalmente
superior as plantas terrestres, provendo proteina de qualidade tanto para peixes

quanto para humanos (EL-MESSALAMY et al., 2021).

Na Tunisia, pesquisadores avaliaram a composi¢ao quimica e as propriedades
funcionais da U. lactuca e verificaram que esta espécie € uma boa fonte de fibra

alimentar, sendo a hemicelulose a por¢cdo mais abundante, além de ser rica em
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proteinas e acidos graxos poliinsaturados, como os acidos oleicos, linoleicos e
linolénicos. Entretanto, o teor de metais pesados das algas retiradas da regido costeira
daquele pais impede o consumo humano, mas ndo impede a extragdo dos compostos

especificos como a ulvana (polissacarideo sulfatado) (YAICH et al., 2011).

Os efeitos anti-inflamatérios da ulvana s&o vasculares, atuando na via da
bradicinina (MO’'O et al., 2020). As proteases de mastécitos ativados lizam as
proteinas C3 e C5 do sistema complemento, formando pequenos peptideos C3a e
Cba. Os peptideos C3a e C5a promovem a degranulagcao dos mastocitos, compostos
calicreinas. As calicreinas séo proteases que atuam sobre o0s cininogénios, formando
pequenos peptideos vasoativos denominadas de cininas, como a bradicinina. As
cininas apresentam atividade antimicrobiana, modulam a dor e purido, estimulam os

neutréfilos e aumentam a permeabilidade vascular (TIZARD, 2014).

Polissacarideos hidrossolluveis de outro exemplar do género Ulva spp. pode
melhorar o0 crescimento, resposta imune indireta e a atividade de enzimas
antioxidantes. Akbary; Aminikhoei (AKBARY; AMINIKHOEI, 2018) investigaram 0s
efeitos do extrato de U. rigida em juvenis de Mugil cephalus, tainha, e verificaram que
10mg/kg do extrato de polissacarideos hidrossolliveis estimularam a atividade da
lisozima, atividade respiratéria dos leucocitos e da atividade das enzimas

antioxidantes superoxido dismutase, glutationa e malondialdeido.

O uso de macroalgas como aditivos funcionais também é estudado em outras
espécies animais. Um dos problemas mais investigados em ruminantes é a producao
de metano. Machado et al. (2014) avaliaram a fermentacao in vitro de 20 espécies de
macroalgas incubadas com fluido ruminal por 72 horas, quantificando a producéo total
de gas e a producdo de metano, e verificaram que macroalgas dos géneros Dictyota
spp. e Asparogopsis spp. reduzem em mais de 53% a producéo total de gases e em
mais de 90% a producdo de metano. Posteriormente, Machado et al. (2016),
estudaram os bioativos presentes na macroalga A. taxiformis e verificaram que o
bromoférmio € o principal bioativo com potencial antimetanogénico in vitro, estando

presente em quantidades suficientes na biomassa.
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1.4 Inflamacgédo em peixes

Diante de uma infeccdo por patdgeno, o sistema imune responde de maneira
inata e adaptativa. A resposta imune inata € ativada imediatamente apos a entrada do
microrganismo agressor para elimind-lo. Esta resposta imune inata € mediada por
células e moléculas. As células, especialmente os fagocitos, sdo responsaveis por
fagocitar os patdégenos e participam da apresentacdo do antigeno ao sistema imune.
As moléculas se ligam aos antigenos para sinalizar a presenca do patdogeno. A
inflamagc@o € uma resposta inata ao processo de infeccdo, algumas das células
envolvidas na inflamagdo também auxiliam no reparo dos tecidos acometidos
(TIZARD, 2014).

A resposta imune adquirida envolvendo linfocitos B e T € menos desenvolvida
em teledsteos, portanto, a resposta inata é o principal mecanismo de defesa, através
de mediadores moleculares e celulares (SOUSA et al, 2022). As moléculas
associadas diretamente ao patdgeno sdo denominadas de padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPSs), enquanto as moléculas associadas as células
mortas ou danificadas sdo denominadas de padrdes moleculares associados a lesédo
(DAMPs) (TIZARD, 2014). DAMPs e PAMPs interagem com receptores de
reconhecimento padrdao (PRRs) de células sentinelas, resultando na ativacdo do
sistema imune inato (TIZARD, 2014). Além dos PAMPs, as células hospedeiras
também reconhecem os padrbes moleculares associados a microbios (MAMPS)
(SOUZA et al., 2022).

Os principais PRRs sao do tipo Toll-like receptors (TLRS) que estéo localizados
no interior e no exterior das células para detec¢do de patdgenos intracelulares e
extracelulares, respectivamente (TIZARD, 2014). Quando um PAMP se liga a um TRL
especifico, formam-se complexos proteicos que sinalizam e ativam a transducao de
sinais, resultando na formacgéo de citocinas pro-inflamatéria (TIZARD, 2014). Dos 13
tipos de TLRs identificados em mamiferos, TLR6 e TLR10 nédo existem no genoma
dos teledsteos (LIU et al., 2022). O niumero de TLR nos teledsteos varia entre as
espécies, provavelmente devido a diversidade de microrganismos patogénicos no
ambiente aquético que variam com as condi¢gdes paleocliméticas, como no caso do
bacalhau (Gadus morhua) do artico e do peixe-zebra (Danio rerio) que apresentam 43
e 24 tipos de TLRs, respectivamente (SOUSA et al., 2022). O TLR14, relatado em
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diversas espécies de peixes, foi identificado como um possivel substituto TLR6 ou
TLR10 (LIU et al., 2022).

Em teledsteos, os TLRs podem recrutar cinco tipos de proteinas adaptadoras
para iniciar a via de sinalizacéo, sendo elas a MyD88, TRIF, TIRAP, SARM e BCAP
(LIU et al., 2022). A via MyD88-dependente ativa duas vias distintas envolvendo o
fator de transcricdo NF-kB e a proteina quinase ativada por mitdégeno (MAPK),
resultando na producdo de citocinas pro inflamatorias, como o fator de necrose

tumoral (tnf-a), interleucina tipo 1 B (il-1B) e interleucina tipo 6 (il-6) (LIU et al., 2022).

Outros PRRs que participam da resposta imune inata sdo o0s receptores
similares ao dominio de oligomerizacdo ligante de nucleotideo (NLRs ou NOD-like
receptors), que ativam a via do NF-kB e desencadeia a produgéo de citocinas pré
inflamatoérias e proteinas antimicrobianas, como a defensina (TIZARD, 2014). Os
NLRs atuam como sentinelas intracelulares, juntamente com outros PRRs, traduzindo
sinais de respostas pro-inflamatoria e regulando a homeostase tecidual (CHUPHAL;
RAI; ROY, 2022). Os teledsteos apresentam uma vasta variedade de NLRs, como o
Zebrafish que possui aproximadamente 400 em seu genoma (CHUPHAL; RAI; ROY,
2022). Curiosamente, os NLRs de teledsteos compartilham semelhancas com NLRs
de mamiferos, exceto p NLR C-like que é unico nos peixes (CHUPHAL; RAI; ROY,
2022). Durante uma infecgdo bacteriana ou viral ha uma maior expressao de NLR1 e
NLR2 em peixes (CHUPHAL,; RAI; ROY, 2022).

Os macrofagos, mastocitos, células dendriticas e células do epitélio do sistema
respiratorio e do intestino sdo chamadas de células sentinelas. Quando ativadas
produzem quimiocinas que modulam a resposta inflamatéria, estimulando a migracéo

celular e controlando a duragéo do processo inflamatério (TIZARD, 2014).

As principais citocinas envolvidas na inflamacao, tnf-a, il-1B e il-6, também
apresentam atividades metabdlicas. Promovem catabolismo de proteinas da
musculatura esquelética para disponibilizar aminoacidos, que sdo utilizados na
producdo de anticorpos e citocinas. O tnf-a inibe a captacéo de lipideos pelos pré-
adipdcitos, resultando na perda de peso. Também ativam a sintese de proteinas de
fase aguda, como PRRs sollveis, proteinas do sistema complemento, inibidores de

proteases e proteinas ligantes de ferro. Estas proteinas ligantes de ferro sao
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importantes devido a competicdo das células do hospedeiro com as bactérias que

também dependem do ferro para seu crescimento (TIZARD, 2014).

Diferentes espécies sao utilizadas no estudo da inflamacdo em peixes.
Marinque et al. (2017), verificaram que o pacu pode ser utilizado como modelo para
estudar a resposta inflamatoria granulomatosa crénica na musculatura induzida pelo
bacilo Calmette-Guérin (BCG), por apresentar uma cinética celular semelhante a
inflamacéo causada por Mycobacterium marinum. Tilapias-do-Nilo foram utilizadas por
Charlie-Silva et al. (2019) para avaliar a expressao de proteinas de fase aguda (PFAS)
durante aerocistite induzida por Aeromonas hydrophila e verificaram que a modulacéo
da expressao de PFAs é semelhante aos humanos, com aumento de ceruplasmina,
haptoglobina, a-2-macroglobulina e complemento C3, e reducéo da albumina e da
transferrina. A cinética celular no exsudato demonstrou um acumulo significativo de
trombdcitos, macréfagos, linfécitos e predominancia de granulécitos, com maior

producdo de espécies reativas ao oxigénio.

A resposta celular pode ser avaliada através de agentes flogégeno, como
bactérias (CHARLIE-SILVA et al., 2019) e a carragenina (RODRIGUES-SOARES et
al., 2018), pois induzem a migracao celular para o local de inflamac&o. Por ser um
orgao cavitario e delimitado, € comum inocular agentes flogégenos na bexiga natatoria
para induzir uma aerocistite porque a inoculacao e a coleta do exsudato inflamatorio
tém um acesso mais facil (CHARLIE-SILVA, et al. 2019).

Apesar de todos os avancos obtidos na aquicultura com o uso de aditivos
nutricionais e o estudo da inflamacéo induzida, ndo ha relatos na literatura sobre o
efeito da incluséo dietéria de Ulva lactuca na inflamag&o induzida por F. columnare na

bexiga natatoria de pacu.
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