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RESUMO

Manejos inerentes da piscicultura intensiva, como o transporte, desencadeiam
resposta de estresse nos animais, podendo causar perdas na produtividade. Como
alternativa, o B-glucano, um polissacarideo derivado da parede celular de cereais,
bactérias e fungos, vem sendo muito utilizado na aquicultura pelo seu efeito
imunoestimulante. Ha evidéncias de que o B-glucano minimiza os efeitos negativos
do estresse por atuar no sistema imune, porém € pouco investigado o seu efeito
direto sobre a resposta classica de estresse. Neste contexto, o presente estudo
avaliou, em juvenis de pacu, o uso oral de 0.1% de duas geracdes de B-glucano,
de diferentes graus de pureza e processamentos, na resposta de estresse e no
sistema imune inato, apOs transporte e inoculacdo com Aeromonas hydrophila.
Avaliamos a concentracdo de cortisol e glicose plasmaticos como indicadores da
resposta de estresse, a atividade respiratoria de leucdcitos, a atividade hemolitica
do sistema complemento, a atividade de lisozima e contagem total e diferencial de
leucocitos, como indicadores do sistema imune inato, e o hematdcrito, nimero de
eritrocitos, concentracao de hemoglobina e volume corpuscular médio de eritrécitos
como indicadores hematolégicos. As duas geracbes de p-glucano utilizadas
modularam os niveis de cortisol circulantes, mantendo os niveis elevados até 24
horas apos o transporte, sem alteracdo apos o desafio bacteriano. O B-glucano
aumentou a atividade hemolitica do sistema complemento e de lisozima apdés o
manejo e apos a inoculacdo bacteriana, e manteve a populacdo de leucdcitos
circulantes ap0s recuperacdo de leucopenia, evidenciando o efeito
imunoestimulante. A analise geral dos resultados deste estudo sugere o
fortalecimento da resposta imune de juvenis de pacu alimentados por 15 dias antes
de manejo estressante, com racédo contendo 0.1% B-glucano derivado da parede
celular de levedura (Sacaromyces cerevisiae).

PALAVRAS-CHAVE:

Estresse, pacu, B-glucano, transporte, desafio bacteriano, sistema imune.
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ABSTRACT

Inherent handling in intensive fish farming, such as transport, trigger stress
response in animals, and may cause losses in productivity. As an alternative, the -
glucan, a polysaccharide derived from the cell walls of cereals, bacteria and fungi,
has been widely used in aquaculture due their immunostimulatory effect. The -
glucan minimizes the negative effects of stress by acting on the immune system,
but it is little investigated its direct effect on the classical stress response. In this
context, the present study evaluated in pacu, the oral administration of 0.1% of two
generations of B-glucan, with different degrees of purity and processing methods,
on the stress and innate immune system responses, after transport and inoculation
with Aeromonas hydrophila. We evaluated the plasma concentration of cortisol and
glucose, as stress response indicators, the respiratory activity of leukocytes, the
hemolytic activity of the complement system, lysozyme activity and total and
differential counts of leukocytes as innate immune system indicators, and
hematocrit, number of erythrocytes, hemoglobin concentration, and mean
corpuscular volume of erythrocytes as hematological indicators. The two
generations of B-glucan modulated the circulating levels of cortisol, keeping the high
levels 24 hours after transportation, without changes after the bacterial challenge.
The B-glucan increased the hemolytic activity of the complement system and
lysozyme after handling and after bacterial inoculation, and kept the population of
circulating leukocytes after recovery of leukopenia, demonstrating the
immunostimulatory effect. The general results of this study suggest the
strengthening of the immune response of pacu juveniles fed for 15 with feed
containing 0,1% B-glucan derived from yeast cell wall (Sacaromyces cerevisiae)

days before stressful handling.

KEY-WORDS:

Stress, pacu, pB-glucan, transport, bacterial challenge, immune system.

Caunesp 2



Mestranda - Mariana Maluli Marinho de Mello Orientadora — Elisabeth Criscuolo Urbinati

CAPITULO 1

Introducao Geral

1. Panorama da Aquicultura

Caunesp 3
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A aquicultura é uma pratica de producédo conhecida desde tempos remotos
nas culturas chinesa e egipcia, por exemplo. Esta atividade que, nestes periodos,
pouco demandava de recursos externos, hoje se utiliza da intervencdo humana no
processo de criacao para um aumento da producéo (Oliveira, 2009). Este aumento
da producéo é estimulado pela crescente demanda por produtos, sejam eles algas,
moluscos, crustaceos ou peixes. Segundo a FAO (2015), a aquicultura é o setor de
producao de alimentos com o crescimento mais rapido e representa quase 50% do
pescado destinado a alimentacdo mundial, alcancando a producao de 97,2 milhdes
de toneladas em 2013. No Brasil, a producdo aquicola atingiu 474.159 toneladas
em 2013, gerando uma receita de US$ 1.310.122 (FAO, 2015). Estes dados
demonstram o crescimento acelerado deste setor no Brasil e no mundo, e
apresenta esta atividade como uma forma promissora de suprir as necessidades
da populacdo em relacdo a alimentacdo de proteina de origem animal de alta
qualidade.

Como qualquer atividade econémica, a aquicultura visa um indice produtivo
cada vez maior e, aliada a crescente demanda, busca um sistema de criacao
intensivo. Sistemas intensivos caracterizam-se pelo adensamento populacional
(Val et al., 2004), exposicao a alteracBes na qualidade da agua (Jorgensen et al.,
2002; Costa et al., 2004) e alta frequéncia nos manejos (Urbinati et al., 2004) como
o transporte, 0 que, paradoxalmente, gera uma situacao estressante para o animal

e resulta em uma reducgéo na producédo (Urbinati e Carneiro, 2004).

2. Estresse em peixes

Segundo Barton (1997), o estresse € a resposta de um organismo a qualquer
estimulo, extrinseco ou intrinseco, que cause uma alteracao no estado de repouso,
ou seja, € uma condicado de quebra do equilibrio fisiol6gico, chamado homeostase,
que permite ao animal sobreviver na nova condi¢cdo. Desta forma, a resposta de
estresse € uma reacao adaptativa que promove a melhor chance de sobrevivéncia

diante de uma situacgao nociva ou desafiadora (Jobling, 1994).

Em 1936, Selye introduziu o conceito da Sindrome de Adaptacdo Geral
(SAG), segundo o qual a resposta de estresse apresenta trés diferentes estagios:

a resposta primaria ou reacdo de alarme, a resposta secundaria ou estado de

Caunesp 4
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resisténcia e a resposta terciaria ou exaustao (Urbinati et al., 2014), os quais
indicam o grau de alteragdo provocado pelo estimulo estressor e dependem da
intensidade e duracdo deste estimulo (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al.,
1999; Tort, 2011). Na figura 1, encontram-se sintetizadas as etapas da resposta de
estresse, desde a percepcao do estimulo estressor até as respostas secundarias e
tercidrias desencadeadas pela liberacao das catecolaminas e do cortisol.

Sistema Nervoso Central \

1
i i
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
! i
: Hipotdlamo 1
: Fibras :
1 Simpdticas JLCRF :

]
Respost 1
) pos_a : Hipéfise 1
Primaria 1 :
! lACTH i
1 1
1 1
H Rim Cefdlico Rim Cefdlico !
1 (células cromafins) (células interrenais) :
i lv I
1 1
1 1
: glicocorticéides :
ey sy Oy Sy W ——
jrerenensnsa  Zininsinsisiniisinniaininisisieis sl ]
Resposta : T fluxo branquial + proteina muscular :
Secunddria : t glic-ase p\asméﬂi?c 1) fur\;aon"-.nune 3 :
1 1 batimentos cardiacos 4 glicogénio hepatico 1
lmmes===========s==s=stmmmmmmmm e e e e e e e e e e e
_____________________________________________________ i

¥ Crescimento

i

1
Resposta |
. 1
Tercidria
1

1
1
v Reproducdo :
¥ Resisténcia & doencas 1

Figura 1. Esquema das respostas priméria, secundaria e terciaria do estresse em peixes adaptado
de Barton e lwama, 1991.

A resposta primaria de estresse nos peixes se inicia com o reconhecimento
do agente estressor (Urbinati et al.,, 2014). Segundo Barton et al. (2002), os
estressores podem ser fisicos, quimicos e/ou biol6gicos/sociais. Entre os
estressores fisicos estdo as alteracdes na qualidade fisica da agua (turbidez,
coloracao, temperatura, etc.) e 0s manejos presentes no processo de criacao, entre
0S estressores quimicos destacam-se as alteracdes da composicdo quimica da
agua (oxigénio dissolvido, matéria organica, pH, etc.) e entre os biolégicos/sociais,
a densidade de estocagem, a presenca de predadores, o estabelecimento de
hierarquia social e a interacdo com outros seres vivos (Oba et al., 2009; Urbinati et
al., 2014).

Segundos apds a deteccdo de um fator estressor, instala-se no animal um

mecanismo cerebral de alarme, o qual envolve dois eixos distintos: o eixo sistema
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nervoso simpatico-células cromafins e o eixo hipotalamo-hipofise-interrenal
(Wendelaar Bonga, 2011). No eixo sistema nervoso simpatico-células cromafins,
ocorre a ativacao de nervos do sistema nervoso autdnomo simpatico que estimulam
as células cromafins, presentes na porcdo cefalica do rim, a produzir as
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina — em menor quantidade)
(Barton e lwama, 1991; Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga, 2011; Urbinati et al.,
2014).

Seguindo a ativacéo desta via, o eixo hipotalamo-hipdéfise-interrenal é ativado
em uma cascata de reacdes. O sistema nervoso central estimula o hipotdlamo a
liberar o horménio liberador de corticotrofina (CRH), o qual age na hipofise
promovendo a producdo e liberacdo de corticotropina (ACTH) por células
localizadas na porcédo anterior da glandula. Por fim, o ACTH liberado na corrente
sanguinea age nas células interrenais presentes na por¢cdo cefalica do rim,
estimulando a producéo e liberagéo de glicocorticoides, especialmente o horménio
cortisol (Barton e lwama, 1991; Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga, 2011; Urbinati
et al., 2014).

A secrecao destes dois grupos de horménios leva a alteracdes fisioldgicas,
metabdlicas, osmorregulatérias e imunoldgicas, caracterizando a resposta
secundaria de estresse. Estas alteracdes visam mobilizar e garantir a producéo e
distribuicdo de energia aos tecidos, de acordo com a demanda da nova condicdo

bioldgica do animal (Urbinati et al., 2014).

As catecolaminas sdo responsaveis pela regulagdo das funcdes
cardiorrespiratérias, como aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade branquial,
e aumento do numero de eritrcitos, devido a contracdo esplénica (McDonald e
Milligan, 1992, Urbinati et al., 2014). Estas ac¢0es facilitam a oxigenacdo dos

tecidos, assegurando a producao de energia pelas células.

Como a glicose ¢é a fonte primaria de energia para o corpo, durante a condicéo
de estresse, este, que é o principal carboidrato de reserva para o peixe, €
mobilizado dos locais de armazenamento, como figado, e € liberado na corrente
sanguinea. O aumento da glicose circulante apdés um estimulo estressor ocorre,
inicialmente, devido a acéo das catecolaminas na quebra do glicogénio hepatico

(Wendelaar Bonga, 2011; Urbinati et al., 2014). O cortisol é necessario para a
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manutenc¢ao dos niveis sanguineos elevados de glicose atuando principalmente no
aumento da capacidade gliconeogénica pela mobilizacdo de aminoéacidos
provenientes da quebra de proteinas corporais (Urbinati et al., 2014), e lipideos
proveniente de reservas (Vijayan et al., 1994) mantendo assim, a disponibilidade

energética a longo prazo (Wendelaar Bonga, 2011).

Isto posto, vale citar que a concentracdo de cortisol € um dos principais
indicadores de estresse (Barton e lwama, 1991), enquanto que a alteracdo na
concentracdo de glicose plasmatica € uma das respostas secundarias mais
utilizadas para a quantificacdo de estresse em peixes (Barton e Iwama, 1991,
McDonald e Milligan, 1992; Wendelaar Bonga, 2011).

No caso da condicao estressante perdurar por um longo periodo de tempo, as
respostas terciarias de estresse se instalam, em uma fase de exaustdo e
incapacidade adaptativa, com prejuizos no crescimento, reproducdo e
comprometimento das fun¢des imunes (Wendelaar Bonga, 2011; Mommsen et al.,
1999; Urbinati e Carneiro, 2004; Urbinati et al., 2014).

A acdo do cortisol na protedlise muscular € a principal causa da perda de peso
e do prejuizo no crescimento de animais submetidos a estresse crénico (Barton e
Iwama, 1991). Estes autores sugerem que o catabolismo da proteina em glicose,
estimulado pelo cortisol em uma situacédo de estresse, fornece energia a custa de
crescimento. Porém, catecolaminas e cortisol também inibem o crescimento
somatico ao estimular o consumo energético, a gliconeogénese e a lipdlise, além
de atuar negativamente sobre hormonios que promovem o crescimento (Wendelaar
Bonga, 2011). Atividades como a producdo de proteinas envolvidas no
metabolismo, na reproducéo e na funcédo imune (enzimas do sistema complemento,
lisozima, etc.) sdo prejudicadas, pois o cortisol, por ser um esteroide lipossoluvel, &
capaz de adentrar células e ligar-se a genes promotores em seus nucleos,
reprimindo a expressao de genes que codificam estas proteinas (Aluru e Vijayan,
2009).

Em relacdo ao crescimento, Davis et al. (1985) relataram uma reducéo de
aproximadamente dois ter¢cos no peso final de bagre do canal (Ictalurus punctatus)
gquando comparados com o0 grupo controle, apés a administracdo de cortisol na

dieta. Ja, Barton et al. (1987) observaram diminui¢cao de 45% no ganho de peso de
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truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) em relacdo ao grupo controle, apés dez
semanas de alimentacéo de dieta com inclusao de cortisol. Do mesmo modo, Small
(2004), apos alimentar bagres do canal com dieta com inclusdo de cortisol por 11

semanas, verificou reducédo no ganho de peso e no indice hepato-somatico.

Quanto ao efeito do cortisol na reproducdo, Carragher et al. (1989)
observaram que o aumento do cortisol plasmatico obtido por implante provocou a
diminuicdo do peso das gonadas e das concentracdes dos horménios sexuais em
machos e fémeas de truta marrom (Salmo trutta). Em fémeas de tilapia
(Oreochromis mossambicus), que também receberam implante de cortisol, ocorreu
a diminuicdo do indice gonadossomético, tamanho do ovdcito, testosterona e
estradiol plasmaticos, ap0s sete dias ou mais de tratamento (Foo e Lam, 1993).
Campbell et al. (1992) relataram uma reducédo na qualidade dos ovos (menor

tamanho e quantidade de vitelogenina) de truta arco-iris apds estresse agudo.

Do mesmo modo, os efeitos do cortisol no sistema imune s&o conhecidos. O
cortisol, por meio da circulacdo sanguinea, atinge importantes 6rgaos linfopoieticos
como o figado, o baco e o rim, diminuindo a producdo de células brancas (Ellis,
1981), o que favorece o aparecimento de enfermidades oportunistas. Woo et al.
(1987) relataram que trutas arco-iris implantadas com cortisol sdo mais suscetiveis
ao parasito Cryptobia salmositica e liberaram menos anticorpos em relacdo ao
tratamento controle. Trutas marrom com altos niveis de cortisol apresentaram
linfopenia (Pickering e Pottinger, 1985) e bagres do canal com elevagao crbnica de
cortisol também apresentaram diminuicdo na quantidade de linfocitos (Ellsaesser e
Clem, 1987).

Portanto, frente a um agente estressor, 0s peixes possuem a capacidade
natural de responder adaptativamente, porém quando 0s mecanismos de resposta
de estresse sao forcados para além de seus limites normais, estas alteracdes
podem ser deletérias (Barton e lwama, 1991). Os peixes em ambientes artificiais
de criacdo, principalmente no sistema intensivo, devem entédo, receber maior
atencdo, pois enfrentam, além das alteracbes ambientais regulares, condi¢des
inesperadas de ameaca, inerentes a atividade, como o confinamento, a reproducao
artificial, perseguicéo, captura, exposicao aérea, biometria, transporte, etc. (Urbinati
e Carneiro, 2004; Urbinati et al., 2014). Estas situacdes podem, dependendo de

sua origem, intensidade e duragéo, expor o animal a um estado que vai além de
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sua capacidade de adaptacdo, colocando em risco sua saude, bem-estar e

sobrevivéncia (Urbinati et al., 2014)

2.1. Transporte como agente estressor

O transporte de peixes € uma pratica indispensavel na aquicultura e
compreende diversas etapas como captura, manuseio, adensamento, alteracao na
qualidade da agua, o transporte propriamente dito e a soltura, que podem induzir
respostas de estresse nos animais (Wendelaar Bonga, 2011). Como agente
estressor, o transporte desencadeia respostas caracteristicas que tornam o animal
mais susceptivel a doencas e, eventualmente, causam mortalidade (Urbinati et al.,
2004).

O aumento da concentracdo de cortisol sanguineo apds o transporte foi
observado em matrinxa (Brycon cephalus) (Carneiro e Urbinati, 2001; Urbinati et
al., 2004), tambaqui (Colossoma macropomum) (Gomes et al., 2003) e pacu
(Piaractus mesopotamicus) (Takahashi et al., 2006). Em juvenis de jundia (Rhamdia
qguelen), as respostas causadas pelo transporte por quatro horas em diferentes
densidades, incluiram aumento nos niveis plasmaticos de cortisol, sendo estes

valores mais expressivos em maiores densidades (Carneiro et al., 2009).

Como uma resposta secundaria de estresse de transporte, concentracdes de
glicose plasmética aumentam, para suprir a maior demanda energética (Mommsen
et al., 1999). Matrinxas adultos, apds transporte, apresentaram altas concentracdes
de cortisol, glicose e amdnia plasmatica, porém estes valores ndo foram tdo altos
guando houve adicdo de sal na agua do manejo (Carneiro e Urbinati, 2001).
Branddo et al. (2006) encontraram altas concentracdes de cortisol e glicose
plasmatica em pirarucu (Arapaima gigas) apés manejo de transporte. E Urbinati et
al. (2004) relataram aumento nas concentracéo de glicose e cortisol plasmaticos
durante o manejo de transporte em matrinxa juvenil. Ainda em virtude da resposta
secundaria desencadeada por peixes submetidos a transporte, aumento da
concentracdo de amonia plasmatica (El-Shafey, 1998) e disfuncbes
osmorregulatérias (McDonald e Milligan, 1992; Carneiro e Urbinati, 2001, Urbinati

et al., 2004) podem ocorrer.
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Desta forma, o conhecimento das respostas de estresse de peixes em
operacdes de transporte é primordial para o estabelecimento de praticas de manejo
adequadas (Wedemeyer, 1997), principalmente aquelas que prezem pelo bem-

estar e saude do animal, reduzindo a mortalidade (Takahashi et al., 2006).

3. Sistema Imune de peixes

O sistema imune dos peixes € um sistema complexo formado por
componentes celulares e humorais, capazes de distinguir os elementos proprios do
organismo daqueles improprios, e que agem contra substancias estranhas (Tizard,
2002; Secombes e Wang, 2012), tais como microrganismos, toxinas ou células
malignas (Bayne e Gerwick, 2001).

A resposta do sistema imune pode ser influenciada por diversos fatores, como
agentes estressores e micro e macronutrientes (Fletcher, 1997), além de efeitos
sazonais e hormonais. Dependendo do agente estressor, da quantidade e do tempo
de exposicao a este agente, os efeitos sobre o sistema imune podem ser negativos
ou positivos (Verlhac e Gabaudan, 1997). Foram encontrados efeitos negativos em
dourada (Sparus aurata), que apos trés semanas de adensamento, apresentaram
reducao significativa dos niveis de linfocitos circulantes (Tort et al., 1996). Porém,
estes efeitos prejudiciais podem ser amenizados quando da utilizagdo de

moduladores do sistema imune.

A acdo do sistema imune € parecida na maioria das espécies de peixes
teledsteos (Zelikoff et al., 2000) e assemelha-se a imunidade de outros vertebrados
(Beaman et al.,, 1999; Saurabh e Sahoo, 2008). Assim como nos demais
vertebrados, o sistema imune de peixes apresenta respostas imunes inatas ou néo
especificas, que funcionam como uma primeira barreira contra infeccdes,
indiferente do tipo de patdgeno, e respostas imunes adaptativas ou especificas, que
atuam mais lentamente, pois dependem do reconhecimento de antigenos,
producédo de anticorpos especificos e memoaria imunolégica (Bernstein et al., 1998).
Tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo sao divididos em defesa mediada
por células e fatores humorais (substancias sollveis), que agem em conjunto para
destruir invasores ou desencadear processos de defesa (Urbinati et al., 2014).

Embora ambas as respostas, inatas e adaptativas, exercam papéis fundamentais
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na defesa contra patdégenos, a resposta imune inata em peixes € mais importante
em relacdo a adquirida quando comparado aos mamiferos (Urbinati e Carneiro,
2004; Saurabh e Sahoo, 2008).

As células de defesa dos peixes teledsteos sdo produzidas por tecidos e
orgaos linfoides como o rim, timo, bago, e tecidos linfoides associados & mucosa
(Urbinati et al., 2014).

O rim, nos peixes teledsteos, desempenha papel semelhante ao da medula
0ssea nos mamiferos como 6rgdo hematopoiético, responsavel pela producéo de
células B, mondcitos, macrofagos e granuldcitos (Torroba e Zapata, 2003; Urbinati
et al., 2014). O timo constitui o local de desenvolvimento e maturacao de linfécitos
T (Bowden et al., 2005) e o bac¢o produz linfécitos e macréfagos (Urbinati et al.,
2014). Ja os tecidos linfoides associados a mucosa, que incluem os tecidos da
mucosa do trato gastrointestinal, branquias e pele, além de serem responsaveis
pela producao de macréfagos, linfécitos, mastocitos e granulécitos (Bowden et al.,
2005; Urbinati et al., 2014), produzem muco que contém proteinas importantes na
barreira contra invasores, como a lisozima e proteinas do sistema complemento
(Dalmo et al., 1997).

3.1. Sistema imune inato

O sistema imune inato, natural ou ndo-especifico, fornece protecéo rapida e
inespecifica, sendo a primeira linha de defesa do organismo, sem depender de
exposicao prévia a nenhum tipo de patégeno (Bols et al., 2001; Secombes e Wang,
2012). Segundo Bly e Clem (1994), o sistema imune inato em peixes possui grande
versatilidade e desempenha um importante papel na resposta imune, visto que o
sistema imune adaptativo responde de maneira mais lenta, principalmente em

aguas com temperaturas abaixo do conforto para a espécie.

Quando um patdégeno penetra no organismo pela primeira vez, normalmente
0S mecanismos do sistema imune inato sao suficientes para prevenir a infeccao,
porém, ao mesmo tempo, 0s mecanismos de defesa adaptativos sdo acionados, 0s
quais produzirdo a memaria imunoldgica, bloqueando o desenvolvimento de uma

nova infeccao causada pelo mesmo patogeno (Wedemeyer, 1997).
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Entre os componentes do sistema imune inato estdo o tegumento (pele e
muco), 0s componentes celulares (granuldcitos, mondcitos/macrofagos e células
natural killer) e os componentes humorais (sistema complemento, sistema de
enzimas antimicrobianas e mediadores como o intérferon e as interleucinas) (Ellis,
1999; Urbinati et al., 2014).

O tegumento é formado por pele e muco, constituindo uma barreira de
células especializadas que atuam para barrar a entrada de microrganismos
nocivos. Além da superficie do corpo do peixe se apresentar como uma barreira
fisica para microrganismos, 0 muco presente na pele contém compostos
antimicrobianos como proteinas do sistema complemento, lisozima e peptideos
bactericidas (Urbinati et al., 2014). Frequentemente, as barreiras do tegumento sao
suficientes para evitar a entrada de patdégenos, porém, caso este consiga penetrar
nos tecidos e corrente sanguinea, componentes celulares e humorais irdo

reconhecé-lo e atuar na tentativa de degrada-los (Ellis, 1999).

Tanto os componentes celulares quanto os componentes humorais do
sistema imune inato de peixes reconhecem regifes especificas (denominadas
Pamps - Pathogen associated molecular patterns) de moléculas de agentes
infecciosos, como lipopolissacarideos, peptideoglicanos, DNA bacteriano, RNA
viral ou outras moléculas encontradas nas membranas de microrganismos

multicelulares (Elward e Gasque, 2003).

Os componentes celulares do sistema imune inato incluem os trombdcitos,
leucécitos (mondcitos/macréfagos e granulécitos - neutrdfilos, eosindfilos e
basofilos) e células citotoxicas (natural killers) (Secombes, 1996), as quais atuam

no reconhecimento e eliminacédo de patdgenos.

Os trombdcitos, nos peixes, também sdo referidos como células de defesa,
pois além de atuarem no controle de hemorragias, sdo células capazes de realizar
fagocitose por acdo da fosfatase acida e alcalina e normalmente sdo encontrados

em focos inflamatoérios (Tavares-Dias et al., 1999).

Os fagocitos sdo células que possuem grande capacidade de fagocitar e
destruir o agente infeccioso e, por isso, sdo consideradas células fagociticas

profissionais (Secombes, 1996).
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Os mondcitos sdo células em transito na corrente sanguinea periférica e
durante o processo inflamatorio migram para o tecido conjuntivo onde se
transformam em macrofagos (Cuesta et al., 1999). O macrofago possui um
importante papel na resposta imune, pois além de ser uma célula fagocitica, produz
e libera citocinas (grupo de moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre
as células durante o desencadeamento das respostas imunes, como os intérferons
e as interleucinas) e estdo envolvidas na apresentacéao de antigenos aos linfocitos,
células do sistema imune adaptativo (Secombes e Fletcher, 1992; Cuesta et al.,
1999).

Os neutrdfilos, ou células polimorfonucleares, sao as células envolvidas nos
estagios iniciais da inflamacéo em peixes (Manning, 1994) com grande capacidade
fagocitica. Impreterivelmente, sdo os macréfagos que possuem a maior capacidade
fagocitica, ingerindo grande quantidade de particulas, entretanto, em infeccées
bacterianas, os neutréfilos podem ser encontrados em maior quantidade no sangue
(Suzuki, 1984), permitindo que o seu perfil seja utilizado como indicativo de infeccao
(Kindt et al., 2006). Estas células s@o os primeiros leucécitos a deixarem 0s vasos

sanguineos e chegarem ao sitio da inflamacé&o (Griffin, 1984).

Os neutrofilos e macréfagos possuem grande importancia na defesa do
organismo contra patdgenos, pois possuem a capacidade de fagocitar e produzir
anions superoxidos, que atuam como bactericida extracelular (Plyzycz et al., 1989;
Secombes, 1996), através do processo denominado “explosdo oxidativa” (do
inglés, oxidative burst), que consiste na conversdo do oxigénio molecular em
compostos reativos derivados do oxigénio (Plyzycz et al., 1989, Secombes, 1996).
Desta forma, estes fagoécitos (neutréfilos, mondcitos e macrofagos) exercem
importante funcdo na modulacdo do sistema imune inato pela fagocitose e

consequente destruicdo do patégeno (Verlhac e Gabaudan, 1997).

O processo de fagocitose se inicia com o englobamento do agente
patogénico por meio de pseuddpodos, seguido da internalizacdo e formacéo de
fagossoma, o qual se une ao lisossoma formando o fagolisossoma, com inicio de
eventos microbicidas e de degradacgéao (Roitt et al., 1998). Durante o processo da
fagocitose, ocorre aumento no consumo de oxigénio molecular, dependente da
respiracdo mitocondrial (Secombes, 1996). Durante a respiragdo, este oxigénio é

reduzido em anion superéxido (O22), o qual, pela acdo da enzima superéxido
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dismutase (SOD), forma o peréxido de hidrogénio (H202). O perdxido de hidrogénio,
por acdo da enzima mieloperoxidase (MPO) presente nos leucocitos granulares,
pode ser transformado em hipoclorito com consequente producdo de cloramina
(Verlhac et al., 1998). Tanto o hipoclorito quanto a cloramina sdo espécies reativas
de oxigénio (EROs), as quais oxidam parede celular e membranas de
microrganismos, contribuindo ativamente para a sua destruicdo (Verlhac et al.,
1998). A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a explosao
oxidativa pode ser detectada por ensaio simples baseado na reducdo do corante
nitroblue tetrazolium (NBT), o qual é capaz de captar elétrons do superoxido,
convertendo-se a forma reduzida. Como consequéncia dessa reducdo, sao
formados, no interior do fagdcito, precipitados de material insoltivel, denominados
granulos de formazan (Klein, 1990), os quais podem ser detectados em esfregagos
sanguineos (Abreu et al., 2009) ou pela densidade Optica, apds a lise dos leucdcitos
(Biller-Takahashi et al., 2013).

Portanto, os macrofagos e neutréfilos sdo os principais agentes em defesa
do organismo, se apresentando como células essenciais para a fagocitose e morte
do patégeno, além de necesséarias para construir a resposta imune inata e

adaptativa (Kantari et al., 2008).

Os eosindfilos podem ser encontrados em tecidos conjuntivos,
principalmente do trato gastrointestinal e branquias e na corrente sanguinea
quando ha infestacdo de parasitos. Apesar de sua funcdo nado estar totalmente
esclarecida, estas células atuam nos processos de inflamacao e na defesa celular
mediante a degranulacdo (Urbinati et al., 2014). J& os basdéfilos sdo raros na maioria
dos peixes (Hine, 1992)

As células denominadas “natural killer” (NK) s&o células citotoxicas nao
especificas, cuja funcao principal € lisar células estranhas ou infectadas por virus,
sem que estas expressem algum antigeno ativador da resposta imune, o que nao
estimula a resposta imune especifica e, consequentemente ndo ha memoaria

imunologica (Raulet, 2004).

Algumas ceélulas do sistema imune inato, denominadas células
apresentadoras de antigenos (células dendriticas e macréfagos) também possuem

a funcdo de promover a ligagdo com o sistema imune adquirido, através da
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apresentacdo do agente invasor para linfécitos T com a ajuda de moléculas do
complexo de histocompatibilidade maior (MHC), iniciando assim a resposta imune

adquirida mediada por células (Tizard, 2002).

Além de células, varias moléculas estdo envolvidas nos mecanismos de
defesa inata, conhecidas como mediadores quimicos solluveis e que compéem 0s
fatores humorais da resposta imune inata (Urbinati et al., 2014). Estas moléculas
estao presentes no soro, na forma inativa ou de precursores, e suas concentracées

elevam-se rapidamente durante uma infeccéo (Verlhac e Gabaudan, 1997).

Os componentes humorais inatos incluem fatores inibidores do crescimento
de bactérias, como a transferrina, antiproteases, lisozima, proteina C reativa,
peptideos antibacterianos e as proteinas do sistema complemento (Dalmo et al.,
1997; Urbinati et al.; 2014).

Os fatores inibidores do crescimento bacteriano sédo importantes para evitar a
disseminacao da colbnia e consequentes danos teciduais (Stafford et al., 2001).
Entre estes fatores, a transferrina se caracteriza por ser uma proteina solluvel que
além de ser ativadora de macrofagos € conjugadora de metais, com alta afinidade
pelo ion ferro (Stafford et al., 2001). Esta proteina liga-se ao ion ferro e transporta-
0 ha corrente sanguinea, tornando este metal indisponivel para as bactérias e,

consequentemente, dificultando a instalacao da infeccao (Bullen e Griffiths, 1987).

As antiproteases atuam sobre proteinas proteoliticas de bactérias, que
quebram proteinas dos tecidos do peixe para a obtencdo de aminoacidos como
fonte nutritiva. Desta forma, evitam a obtencao de energia pelas bactérias, evitando
sua multiplicacao (Urbinati et al., 2014).

Peptideos bacterianos, como a lisina, também séo proteases, porém atacam
as membranas dos patdgenos (Ellis, 2001) e estdo presentes principalmente no

muco (Braun et al., 1990).

A proteina C reativa é encontrada em grandes concentragcdes no sangue e
muco de peixes e liga-se a fosforilcolina, componente normalmente encontrado em
paredes de diversos microrganismos, como bactérias, fungos e parasitas (Yano,
1996). Quando ligada a bactéria, a proteina C reativa favorece a ingestdo da
bactéria pela célula fagocitica (opsonizagéo) e promove a ligacao das proteinas do
sistema complemento (Goldsby et al., 2000).
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A lisozima € uma enzima nao especifica importante do sistema imune inato,
que apresenta atividade litica contra bactérias, parasitas e virus (Magnadotir, 2006).
Esta enzima catalisa a hidrolise de parede celular de bactérias gram-positivas,
digere carboidratos de alto peso molecular presentes na parede bacteriana e
destréi o esqueleto glicano presente em muitas bactérias (Paulsen et al., 2003).
Estas propriedades tornam a lisozima capaz de lisar a maioria das bactérias gram-
positivas e, agindo em conjunto com as proteinas do sistema complemento, agem
também sobre bactérias gram-negativas (Paulsen et al., 2003). Por ser produzida
por leucécitos, € encontrada nos tecidos que possuem grande quantidade de
leucécitos, como tecidos linfoides, soro e plasma, além de locais onde a
probabilidade de ocorrer invasdo bacteriana € alta, como pele, boca, branquias e
trato gastrointestinal (Yousif et al., 1991; Palaksha et al., 2008). Segundo Saurabh
e Sahoo (2008), a mensuragdo da concentracdo sérica de lisozima pode ter valor

diagndstico na determinacao da condi¢do imune do animal.

O sistema complemento representa o principal efetor da resposta imune
humoral, composto por um conjunto de cerca de 35 proteinas envolvidas em uma
cascata de reacdes enzimaticas que, quando ativadas, participam de respostas
inatas (via alternativa) e/ou adquiridas (via classica) (Urbinati et al., 2014). O
sistema complemento destréi patégenos pela ruptura da membrana celular, atrai
células fagociticas para o local da lesédo (quimiotaxia) nos processos inflamatorios,
realiza fagocitose (Holland e Lambris, 2002) e opsonizacao e € responsavel pela
inativacao de toxinas liberadas por bactérias (Secombes, 1996, Nakao et al., 2011).
As proteinas do sistema complemento podem ser encontradas na circulacdo na sua
forma inativa (Biller-Takahashi et al., 2012; Urbinati et al., 2014), porém, para que
exerca suas funcdes, é necessario que este sistema seja ativado. Esta ativacao
pode ocorrer por trés diferentes vias: a) via classica, ativada por complexo
antigeno-anticorpo, dependente de anticorpo; b) via alternativa, ativada por
moléculas de superficie de microrganismos, inespecifica; c) via lectina, ativada por
ligacdo de carboidratos de superficie bacteriana. Apesar de as trés vias ja terem
sido identificadas em peixes (Holland e Lambris, 2002), a via alternativa € a mais
comum e considerada a mais importante, indicando a importancia da resposta inata
nesses animais (Yano, 1996). Independente da via de ativacdo, as reacodes

enzimaticas subsequentes culminam no aparecimento de peptideos que podem
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romper a membrana do patdégeno pela formacao de poros que permitem o influxo
descontrolado de 4gua e ions e consequente lise celular, no recrutamento de
macrofagos e neutréfilos para o local da infec¢do (quimiotaxia), na inativacdo de
toxinas liberadas pelos agentes patogénicos ou revestimento dos microrganismos
patogénicos (opsonizacao), facilitando sua aderéncia a membrana do fagocito para
sua subsequente destruicdo (Holland e Lambris, 2002). O sistema complemento é
muito utilizado como indicador da condicdo imune e sua atividade pela via
alternativa pode ser determinada pela atividade hemolitica do soro quando em

contato com eritrgcitos estranhos (Yano, 1992, Biller-Takahashi et al., 2012).

Por se apresentarem em concentracdes elevadas logo ap6s a invasédo de
agentes patogénicos, os componentes humorais inatos sdo chamados de proteinas
de fase aguda e sdo muito utilizadas como avaliadores do sistema imune inato e

no diagndstico de doencas (Bayne e Gerwick, 2001).

Interacdes de compostos celulares e humorais do mecanismo de resposta
imune inata compdem a inflamacdo. Durante a resposta inflamatéria, apds a
invasao tecidual de um agente infeccioso, ha liberacdo de mediadores que atuam
na dilatacdo e no aumento da permeabilidade dos capilares sanguineos,
aumentando assim o fluxo sanguineo no local e permitindo a migracdo dos
componentes celulares do sistema imune (Magnadottir, 2006). Fatores
guimiotaxicos também sdo liberados no foco inflamatério, atraindo
mondcitos/macréfagos e neutréfilos para a area inflamada. Os neutréfilos
circulantes sdo os primeiros granuldcitos a alcancar o local da lesdo e sdo os
principais responsaveis pela destruicdo dos patdgenos por fagocitose. Ja 0s
macrofagos aparecem em um momento mais tardio e substituem os neutréfilos,
fagocitando as células patogénicas restantes (Magnadottir, 2006), permitindo que
o local da infeccdo comece a ser reparado, levando poucas horas para a epiderme
cobrir o local afetado (Roberts, 1989). Quando a resposta inflamatoria aguda néo e
suficiente para eliminar os patdgenos, inicia-se a resposta inflamatoria crbnica, a
qual consiste no aparecimento de linfocitos no foco inflamatério e a fusdo de
macrofagos, formando células gigantes e multinucleadas, que possuem pouca
atividade fagocitica, porém muita atividade secretora. Estas células gigantes
secretam enzimas hidroliticas que matam o patogeno (Ramakrishna et al., 1993).

A resposta inflamatéria é controlada por diversos mediadores como proteinas do

Caunesp 17



Mestranda - Mariana Maluli Marinho de Mello Orientadora — Elisabeth Criscuolo Urbinati

sistema complemento e componentes vasoativos liberados pelos eosindfilos e

trombdcitos (Secombes, 1996).

3.2. Sistema imune adaptativo

O sistema de defesa especifico depende da presenca do antigeno para
desencadear uma cascata de reac¢des que ird culminar no aumento de anticorpos
especificos circulantes e na memaria imune (Bernstein et al., 1998). A imunidade
especifica refere-se a protecdo que existe num organismo quando este j& sofreu
exposicao prévia ao patégeno e em peixes, assim como nos demais vertebrados,
0 sistema imune adaptativo requer tempo para que seja ativado (Carey et al., 1999).
Assim como o sistema imune inato, o sistema imune adaptativo também possui

componentes celulares e componentes humorais (Secombes, 1996).

As células do sistema imune adaptativo sdo chamadas de linfocitos e séo
responsaveis pela resposta imune adaptativa humoral e celular. Estas células, que
circulam por todo o corpo através do sangue, sdo altamente diferenciadas e
possuem capacidade de resposta frente aos estimulos imunologicos (Ellis, 1999).
Os linfécitos se distinguem em dois grupos de populagbes, com acdes diferentes,

chamados linfécitos T e B.

Em uma resposta imune adaptativa, as células apresentadoras de antigenos
(macro6fagos e células dendriticas) apresentam o antigeno ao linfocito T auxiliar, o
qual reconhece este antigeno na presenca de moléculas de histocompatibilidade
(receptores glicoproteicos) (Urbinati et al., 2014). Apdés a fagocitose de um
patdgeno por um macrofago, fragmentos celulares ligam-se a marcadores na
superficie do macréfago, sendo utilizado na apresentacdo deste patdgeno pelo
macrofago ao linfécito T auxiliar. Em seguida ao reconhecimento, os linfocitos T
auxiliares liberam mensageiros quimicos solUveis (citocinas) que estimulam a
atividade de outras células como os fagdcitos, os linfocitos B, responsaveis pela
producdo de anticorpos, e linfoécitos T citotoxicos, que destroem as células
infectadas por inducdo a apoptose (Tizard, 2002; Secombes e Wang, 2012),
caracterizando a resposta imune adaptativa celular. Segundo Secombes (1996), os

linfécitos T séo células importantes na resposta imune adaptativa mediada por
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células, pois ao estimular outras células, melhoram a capacidade de defesa do

organismo.

A resposta imune adaptativa humoral envolve componentes denominados
anticorpos, moléculas com alta especificidade que se ligam e marcam agentes
invasores para que sejam fagocitados (Ellis, 2001). Como resposta ao estimulo das
citocinas liberadas pelos linfocitos T, os linfocitos B se multiplicam e formam células
qgue sofrem diferenciacao, originando plasmacitos (linfocitos B ativos) e células de
memoéria (Goldsby et al., 2000). As células de memodria séo linfocitos capazes de
memorizar a estrutura do patégeno e elaboram respostas mais rapidas e eficientes
no caso de uma reinfeccdo (Roitt et al., 1998; Abbas e Lichtman, 2005), enquanto
gue os plasmadcitos sao as células responsaveis pela producéo e liberacdo de
anticorpos na corrente sanguinea (Goldsby et al., 2000). Os anticorpos neutralizam
toxinas bacterianas e particulas virais, ativam o sistema complemento pela via
classica através do complexo antigeno-anticorpo, ligam-se aos patégenos e ativam
a fagocitose e promovem a opsonizacéao (Ellis, 2001) na tentativa de exterminar o

agente patogénico.

A resposta imune é realizada, entdo, por uma variedade de interacdes entre
mecanismos inatos e adquiridos, sendo que nas fases iniciais da infeccdo ha
predominio das respostas inatas e, nas fases mais tardias, os linfécitos passam a
gerar respostas imunes adquiridas. Segundo Balfry e Higgs (2001), o resultado da
interacdo entre patégeno e hospedeiro depende diretamente da resposta dos
sistemas imunes inato e adquirido, 0os quais atuam externa e internamente, em
conjunto ou isoladamente contra estes patdégenos, na tentativa de preservar a vida.
Desta forma, o entendimento da biologia dos peixes e, em patrticular, da resposta

imune, é importante para um manejo sanitario adequado.

4. Aeromonas hydrophila

Uma estratégia experimental para estimular a resposta do sistema imune em
peixes é a inoculagdo dos animais com bactérias (Ellis, 1999), entre elas a
Aeromonas hydrophila.

A Aeromonas hydrophila € uma bactéria gram-negativa, ndo encapsulada,

com respiracao aerobia ou anaerdbia facultativa e forma de bastonete movel com
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flagelos (Stoskopf, 1993). E considerada um dos mais importantes patégenos
oportunistas de peixes de agua doce e possui ampla distribuicdo geogréfica, pois
crescem em temperaturas que variam de 5°C a 37°C (Figueiredo e Leal, 2008).

O aparecimento de infec¢cdo por Aeromonas hydrophila normalmente esta
relacionado com o excesso de matéria organica na agua ou situacdes de estresse
(Post, 1987) e os sinais clinicos podem variar de lesdes na pele com éareas de
hemorragia e necrose a quadros de septicemia (infeccao generalizada) (Pavanelli
et al., 2002), representando um sério risco a saude dos peixes. Segundo Vieira
(2004), a infeccdo por Aeromonas hydrophila pode ser considerada um grave
problema econbmico, pois 0s sinais caracteristicos da doenca e a pronunciada
mortalidade impossibilitam o comércio do pescado.

Na tentativa de diminuir os riscos de infec¢cdo, o uso indiscriminado de
antibiéticos, em doses subterapéuticas, em racdes para peixes, resultou na selecéo
de populacdes bacterianas com maior resisténcia (Lim et al., 2013). Diante disto,
estudos com imunestimulantes vém trazendo muitas vantagens por ser uma
alternativa ao uso de antibidticos com efeitos positivos na prevencdo de

enfermidades.

5. Imunoestimulantes

Um imunoestimulante pode ser uma substancia quimica, sintética ou bioldgica
gue promova ativacdo dos mecanismos de defesa inatos ou adaptativos (Saurabh
e Sahoo, 2008), por interagir diretamente com as células do sistema imune,
melhorando a imunocompeténcia dos animais. Estas substancias ligam-se a
receptores especificos nas membranas dos leucocitos e iniciam sua ativacao
(Sakai, 1999). Desta forma, os imunoestimulantes aumentam a atividade de
monaocitos, macrofagos e neutréfilos e amplificam a producdo de linfécitos,

anticorpos e lisozima (Sakai, 1999).

Na pratica, os imunoestimulantes sdo promissores suplementos com potencial
de aumentar a resisténcia a infeccbes por parasitos, fungos, virus e bactérias
oportunistas (Sakai, 1999; Raa, 2000) e, por isso, representam uma alternativa
vidvel para a prevencédo de doencas (Raa, 2000; Abasali e Mohamad, 2010) e para
reduzir os efeitos negativos do estresse na piscicultura (Siwicki et al., 1998). O uso

de imunoestimulantes nas dietas aumentou a resisténcia a doencas em carpa
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indiana (Labeo rohita) (Sahoo e Mukherjee, 2001), truta arco-iris (Siwicki et al.,
1994); salmdo do Atlantico (Engstad et al., 1992), bagre-do-canal (Chen e
Ainsworth, 1992), dourada (Ortufio et al., 2002), tambaqui (Chagas et al., 2013),
peixe-lapis (Nannostomus trifasciatus) (Abreu et al., 2014), pacu (Biller-Takahashi

et al., 2014) e matrinxa (Zanuzzo et al., 2012).

Diversas substancias podem ser consideradas imunoestimulantes, como
compostos sintéticos como o levamisol (Siwicki et al., 1990), polissacarideos como
quitina e quitosana (Siwicki et al., 1994; Sakai, 1999), extratos vegetais como
prépolis (Gunathilaka et al., 2015; Orsi et al., 2000), babosa (Zanuzzo et al., 2012)
e alho (Martins et al.,, 2002), horménios como a prolactina e o horménio do
crescimento (Sakai et al., 1995) e componentes de parede celular de
microrganismos como os lipopolissacarideos (LPS) (Goetz et al., 2004), os
peptideoglicanos (Zhou et al., 2006) e os glucanos (Abreu, 2007; Sakai, 1999;
Chettri et al., 2013). Estes compostos sdo de facil administracdo e apresentam
baixa toxicidade para o hospedeiro, podendo ser administrados por meio de
imersao, injecdo ou como suplemento dietético (Smith et al., 2003), sendo esta
Gltima alternativa de aplicacdo bastante eficiente e adequada a piscicultura (Sakai,
1999).

Para garantir uma acdo eficaz do imunoestimulante, é necessario 0
conhecimento sobre sua acdo no organismo, o modo de administracdo, a
concentracéo utilizada e o tempo de tratamento dos animais (Sakai, 1999). Desta
forma, o imunoestimulante utilizado pode promover maior eficiéncia da resposta
imune para infeccdes e reduzir o efeito imunossupressor do estresse (Anderson e
Jeney, 1992).

5.1. B-glucano
O B-glucano é um polissacarideo encontrado em cereais como aveia e cevada
(Genc et al., 2001), bactérias e fungos (Hough, 1990), e o mais utilizado como
imunoestimulante na aquicultura é o de origem fangica, proveniente da parede
celular de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), devido as propriedades
antitumoral, imunomodulatéria, antiviral, antimicrobiana e antiparasitaria (Wasser e
Weis, 1999).
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Os B-glucanos podem ser diferenciados pela maneira na qual as moléculas
de glicose estéo ligadas entre si. Na maioria dos polissacarideos, as moléculas de
glicose estdo unidas por ligagdes a-1,4, conferindo-lhes uma estrutura linear,
enquanto que nos B-glucanos estas moléculas unem-se por ligagdes 3-1,3 e p-1,6
0 que Ihes confere uma estrutura em forma de hélice (Robertsen et al., 1990). Esta
conformagao estrutural dos 3-glucanos é reconhecida por componentes do sistema
imune e resulta na ativagao deste sistema (Robertsen et al., 1990), melhorando a
atividade fagocitica e citotoxica nos macréfagos (Tsiapali et al., 2001).

Macrofagos possuem receptores especificos para B-glucanos, que ao se
ligarem ao polissacarideo estimulam a atividade fagocitica e aumentam a atividade
respiratoria do leucdcito e, consequentemente, elevam a capacidade do organismo
em eliminar patdgenos (Jorgensen e Robertsen, 1995). Além disso, os -glucanos
amplificam a producdo de proteinas liticas como a lisozima e as proteinas do
sistema complemento (Paulsen et al., 2001; Nakao et al., 2011).

Os efeitos imunomoduladores dos B-glucanos, assim como dos demais
imunoestimulantes, podem variar conforme a espécie, vias de administracao,
associacdo com outras substancias, doses e tempo de administracdo (Robertsen
et al., 1994; Bagni et al., 2005). Baixas concentracdes de -glucano administradas
por um curto periodo de tempo favoreceram a resposta imune, enquanto que altas
concentracfes administradas por longos periodos provocaram reducdo da resposta
imune (Robertsen et al., 1994), por esgotamento das reservas energéticas dos
macrofagos, desencadeando uma exaustédo do sistema imune (Castro et al., 1999).

Bagni et al. (2005) observaram no robalo (Dicentrarchus labrax) que a
atividade das proteinas do sistema complemento e da lisozima melhorou apds 15
dias de administragcao de (B-glucano incluso na dieta, enquanto que, ap6s 30 e 45

dias de tratamento, nao foi observada influéncia do imunoestimulante.

Li et al. (2009) testaram diferentes niveis de B-glucano na dieta para o hibrido
Morone chrysops x Morone saxatilis, e notaram que a maior dose utilizada no
estudo (0,2% de B-glucano) produziu resultados semelhantes ao grupo controle,
evidenciando que quantidades mais elevadas do imunoestimulante n&o

favoreceram a ativagdo de mecanismos da resposta imune.

Em carpas (Cyprinus carpio) infectadas por Aeromonas hydrophila, a

administracdo intraperitoneal de concentracdes acima de 500 ug de B-glucano por
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grama de peixe melhorou a sobrevivéncia. Neste mesmo estudo, 0s autores
observaram que ap6s a administragao do 3-glucano, a contagem total de leucécitos
e a producdo de espécies reativas de oxigénio pelos macrofagos aumentaram
(Selvaraj et al., 2005)

Misra et al. (2006) alimentaram alevinos de carpa indiana com 0, 100, 250, e
500 mg de B-glucano-kg? de racéo, durante 56 dias, e verificaram que os animais
que receberam 250 mg de B-glucano-kg?! de racdo, por 42 dias, apresentaram
maior numero de leucotcitos, e maior atividade de lisozima e do sistema
complemento, sendo o grupo com maior indice de sobrevivéncia (80%) apos
desafio bacteriano.

Pacus alimentados por sete dias com dietas com inclusdo de 0.1% e 1% de
B-glucano e infectados experimentalmente com Aeromonas hydrophila
apresentaram melhores taxas de sobrevivéncia que o grupo controle (Biller-
Takahashi et al., 2014). Neste estudo, 0os autores observaram, ainda, aumento na
atividade da lisozima com o0 aumento da inclusdo do imunoestimulante.

Adicionalmente, a imunoestimulacdo em peixes ndo promove somente uma
resposta imune mais efetiva como também minimiza os efeitos negativos do
estresse (Anderson e Jeney, 1992), pois confere ao animal uma condicao fisioldgica
adequada para suportar situacdes de estresse.

Com o objetivo de prevenir o efeito do estresse, Jeney et al. (1997)
suplementaram a dieta de truta arco-iris com 0%, 0.1%, 0.5% e 1% de B-glucano e
avaliaram os efeitos nas respostas imunes inatas dos peixes apds transporte de
duas horas. Baixas doses de B-glucano na dieta diminuiram a concentracdo de
cortisol plasmético e atenuaram as alteracées secundarias do estresse.

Volpatti et al. (1998) estudaram os efeitos da inclusdo de 0%, 0.1%, 0.5% e
1% de B-glucano na dieta truta arco-iris, por quatro semanas antes do manejo de
transporte e observaram que os animais alimentados com baixas concentracdes de
B-glucano recuperaram mais rapidamente o quadro hematolégico de antes do
estresse, sugerindo que o imunoestimulante pode ajudar a prevenir os efeitos
negativos do manejo.

O B-glucano também foi testado na dieta de peixe lapis durante sete dias,
antes dos animais serem transportados por 24 horas (Abreu et al., 2014). Apesar

do cortisol sanguineo e da taxa de sobrevivéncia ndo serem afetados pela adi¢cao
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do B-glucano, seu uso foi recomendado, pois melhorou o balancgo idnico dos peixes
durante o transporte.

Para testar a hipotese de que as respostas do sistema imune inato de pacu,
afetadas negativamente pelo cortisol, pudessem ser revertidas por B-glucano
oferecido na racdo, Sabioni (2014) alimentou pacus, que receberam implantes de
hidrocortisona, com B-glucano. Os resultados mostraram que houve redugéo dos
niveis de cortisol, sugerindo uma atenuacdo da resposta hormonal, além do
aumento da atividade respiratéria de leucaocitos.

Alguns autores utilizaram injegbes intraperitoniais de B-glucano devido a
eficiéncia e rapidez do método (Jorgensen et al., 1993; Selvaraj et al., 2005), porém
0 gasto de tempo e a necessidade de méao-de-obra torna esta pratica inviavel para
a aquicultura. Sendo assim, a administracéo oral tem maior eficacia no uso de [3-
glucano em condic¢des de criacao (Siwiki et al., 1994).

Para a obtengdo do B-glucano sdo utilizados diferentes procedimentos
técnicos para a extracdo e a purificacdo, que podem proporcionar maior ou menor
grau de eficiéncia do produto. Segundo Freimund et al. (2003), a maioria dos
processos para o isolamento do -glucano € invasiva, causando degradacao das
cadeias de glicose e, consequentemente, menor rendimento da molécula. Para
assegurar um minimo de degradacdo da cadeia, tem-se utilizado processos de
extragao suaves, porém eficientes em termo de rendimento do $-glucano (Freimund
et al.; 2003). Entretanto, poucos trabalhos testaram a eficacia destes diferentes
produtos disponiveis no mercado.

Castro et al. (1999) testaram diferentes marcas de B-glucano comerciais e
observaram diferenca entre as moléculas testadas no aumento da atividade
respiratoria de leucdcitos e na velocidade de resposta dos macréfagos. Vetvicka e
Oliveira (2014), ap6s alimentarem cdes com racdo contendo moléculas de B-
glucano de diferentes graus de pureza relataram que as duas moléculas utilizadas
apresentaram efeitos imunoestimulantes, porém a molécula com menor grau de
pureza (55.5%) apresentou maior atividade que a molécula com maior grau de
pureza (68.5%), o que segundo os autores pode ser explicado pelos processos

biotecnoldgicos para isolamento das amostras de glucano.

6. Pacu (Piaractus mesopotamicus)
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O modelo biolégico utilizado neste estudo é a espécie Piaractus
mesopotamicus, Holberg 1887, da familia Characidae, conhecido popularmente
como pacu. Este peixe é encontrado desde a bacia do rio Orinoco, na Venezuela
até o rio da Prata, no Uruguai e, no Brasil, sua maior distribuicdo ocorre na regiao

Centro-Oeste, no Pantanal do Mato Grosso (Petrere Jr, 1989).

O pacu alimenta-se principalmente de folhas, frutos e residuos vegetais, e
portanto, trata-se de uma espécie herbivora com preferéncia frugivora (Urbinati et
al., 2010) com facil adaptagéo a alimentacéo artificial. Esta caracteristica, somada
ao fato deste animal possuir um rapido crescimento, ganho de peso elevado,
rusticidade e carne branca de excelente qualidade (Abimorad et al., 2007) o torna

um dos peixes de maior importancia na aquicultura brasileira (Oliveira et al., 2004).

Porém, seu cultivo intensivo o coloca em uma condicdo em que diversos
fatores estressantes estdo presentes, predispondo-o a imunossupressdo e
consequentemente, doencas bacterianas e parasitarias (Urbinati e Carneiro, 2004).
Desta forma, 0 sucesso na criacdo do pacu depende de boas préaticas de manejo e
de medidas que minimizem o efeito negativo de estressores, garantindo a saude

dos animais.
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CAPITULO 2

Administracao oral de B-glucano modula
respostas de estresse em pacu,

Piaractus mesopotamicus
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RESUMO

A grande expansdo da aquicultura baseada no cultivo intensivo favorece a
exposicdo dos animais a condigbes estressoras, durante a rotina da criagao, e
consequente perda da homeostase fisiolégica. Um dos efeitos negativos do
estresse ocorre sobre o sistema imunolégico. O B-glucano tem se mostrado uma
boa alternativa para minimizar estes efeitos, porém pouco se sabe sobre seu efeito
direto nos indicadores classicos de estresse. O presente estudo avaliou, em juvenis
de pacu, o uso de duas geragdes de B-glucano (diferentes graus de pureza e
processamento) na resposta de estresse (cortisol e glicose circulantes) e do
sistema imune inato (atividade respiratoria de leucocitos ARL, atividade hemolitica
sérica do sistema complemento AHCso, atividade sérica da lisozima e contagem
total e diferencial de leucécitos) apos transporte. Os peixes (103.6 + 30.12g) foram
alimentados por 15 dias, com as seguintes dietas: 1) Dieta C - contendo 0% de -
glucano; 2) Glul - contendo 0.1% de B-glucano com 73% de pureza; e 3) Glu2 -
contendo 0.1% de B-glucano com 62% de pureza. Apos o periodo de alimentacéo,
os peixes foram transportados por quatro horas. Os animais foram amostrados
antes do transporte, imediatamente apds, e 3, 24 e 72 horas depois. Os resultados
mostraram que o0 procedimento causou estresse, pois houve aumento das
concentracdes sanguineas de cortisol e glicose, principalmente na chegada apos o
transporte. Nos peixes controle, as concentracdes de cortisol voltaram a valores
iniciais apdés trés horas, mas nos animais alimentados com B-glucano a elevacao
foi mantida até 24 horas depois. O B-glucano manteve os valores de leucocitos
circulantes altos apds recuperacdo de leucopenia, ndo afetou a ARL, nado
influenciou de forma clara a AHCso e estimulou a atividade da lisozima as 24 horas
(Glul). Os resultados obtidos sugerem que o glucano apresenta um efeito

modulador da dinamica do cortisol (producao/secrecéao/clearance)

PALAVRAS-CHAVE:

Aquicultura, estresse, B-glucano, sistema imune, transporte, pacu.

ABSTRACT
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The large expansion of aquaculture based on intensive farming favors the exposure
of animals to stressful conditions during the routine of rearing, and the consequent
loss of the physiological homeostasis. One of the negative effects of stress is on the
immune system. The B-glucan showed to be a good alternative to minimize these
effects because it stimulates the immune system of animals, but little is known about
its effect on the classical indicators of stress. This study evaluated in pacu, the use
of two generations of B-glucan (different degrees of purity and processing) in the
stress response (circulating cortisol and glucose levels) and the innate immune
system (respiratory activity of leucocytes - ARL, hemolytic activity of complement
system - AHCso, lysozyme serum activity and total and differential count of
leucocytes) after transport. Fish (103.6 + 30.12g) were fed for 15 days with the
following diets: 1) Diet C - containing 0% of B-glucan; 2) Glul - containing 0.1% B-
glucan with 73% purity; and 3) Glu2 - containing 0.1% B-glucan with 62% purity.
After the feeding period, the fish were transported for four hours. The animals were
sampled before the transportation, immediately after transport, and 3, 24 and 72
hours after. The results showed that the procedure caused stress because there
was an increase in blood concentrations of cortisol and glucose, especially at arrival.
In fish control, cortisol concentrations returned to baseline after three hours, but in
fish fed with B-glucan the elevation remained up to 24 hours later. The B-glucan
maintained the high values of circulating leukocytes after leukopenia recover, did
not affect the ARL, did not influence the AHCso in a clear profile and stimulated
lysozyme activity at 24 hours (Glul). The results suggested that the glucan has a

modulating effect on the dynamics of cortisol (production/secretion/clearance).

KEY-WORDS:

Aquaculture, stress, B-glucan, immune system, transport, pacu.

1. Introducéo
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A aquicultura é o setor de producdo animal que mais cresce no mundo (FAO,
2015). Com a expansao da aquicultura, suas operagcdes passam a ser baseadas
na intensificacdo do cultivo, com manejos que expdem os animais a condicdes de
estresse, com consequéncias deletérias a saude (Val et al., 2004).

O transporte é um agente estressor que ativa uma sequéncia de respostas
fisiologicas caracterizadas como estresse, destinadas a preparar o organismo para
se ajustar e sobreviver a nova situacao (Urbinati e Carneiro, 2004). Se a condicéo
estressante perdurar, pode ultrapassar a capacidade adaptativa do organismo, e o
direcionamento da energia para 6rgaos vitais diminui o aporte para atividades como
crescimento, processo reprodutivo e funcdo imune (Wendelaar Bonga, 1997,
Mommsen et al., 1999). A funcé@o imune torna-se deficitaria e a imunossupressao
expde o0s peixes aos patdégenos do meio, favorece a incidéncia de doencgas, 0 que
pode levar os animais a morte.

O sistema imune dos peixes é formado por elementos celulares e humorais e
é dividido em dois componentes: o inato (ndo especifico), que funciona como o
primeiro mecanismo de defesa contra infeccbes, e o adaptativo (especifico)
(Bernstein et al., 1998; Secombes e Wang, 2012).

Alteracdes no perfil das células e dos componentes humorais do sistema
imune inato, decorrentes de estresse, comprometem a defesa do animal facilitando
a infeccdo por microrganismos patogénicos (Cerezuela et al., 2012; Telli et al.,
2014). Neste caso, os imunoestimulantes podem representar uma ferramenta
estratégica antes de manejos estressantes, proporcionando melhores condi¢des de
defesa aos peixes (Raa, 2000).

Dentre os imunoestimulantes mais conhecidos, os glucanos vém mostrando
efeitos positivos na imunidade inata (Herre et al., 2004), mas poucos sao os estudos
que tratam de acdo destas substancias na resposta de estresse em peixes (Jeney
et al., 1997; Chagas et al., 2012; Soltanian et al., 2014; Barros et al., 2014; Abreu
et al., 2014) em peixes.

Os B-glucanos sdo um grupo heterogéneo de polimeros de glicose com
distribuicdo e comprimento variados e estdo no mercado produtos de diferentes
purezas estao disponiveis no mercado (Meena et al., 2013). Porém poucos estudos
avaliaram a eficacia destas novas geragcfes como imunoestimulantes ou seus

efeitos nas respostas fisioldgicas de estresse.
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O pacu (Piaractus mesopotamicus) € um peixe de grande importancia na
aquicultura brasileira (Oliveira et al., 2004), mas seu cultivo intensivo gera
condicOes estressantes que podem prejudicar sua saude.

Com base no exposto, o presente trabalho investigou os efeitos de duas
geracbes de B-glucanos, com diferentes niveis de pureza e provenientes de
diferentes processos tecnolOgicos, na resposta de estresse em pacus (Piaractus
mesopotamicus) juvenis alimentados com os imunoestimulantes, apos transporte

de quatro horas.

2. Material e Métodos

2.1. Animais e protocolo experimental

Foram utilizados 108 juvenis de pacu (103.6 + 30.12g e 16.1 + 1.45cm),
fornecidos pelo Laborat6rio de Reproducéo de Peixes do Centro de Aquicultura da
UNESP (CAUNESP). Os peixes foram mantidos em nove caixas de polietileno de
100L (12 peixes/caixa), com renovacao constante de 4gua e aeracao suplementar.
O fotoperiodo foi de 12h luz/12h escuro.

Apés sete dias de aclimatacdo as condicdes do laboratério, sendo
alimentados com a ragcédo controle, os peixes foram distribuidos nos seguintes
tratamentos: Grupo Controle - alimentados com ragdo comercial sem adi¢cao de B-
glucano; Grupo Glul - alimentados com racdo comercial com 0.1% de B-glucano 12
geracado - 73% de pureza (Glul); Grupo Glu2 - alimentados com racdo comercial
com 0.1% de B-glucano 22 geracao - 62% de pureza (Glu2). Cada tratamento teve
trés réplicas, com 12 peixes por réplica (36 peixes/tratamento).

Durante 15 dias, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (9:00 e
15:00) com 3% do peso vivo ao dia. Apos 24 horas sem alimento, um peixe de cada
caixa (n=9) foi amostrado, e os demais foram transportados por quatro horas. Para
tanto, 33 peixes/tratamento (99 peixes no total) foram acondicionados em nove
sacos plasticos (11 peixes/saco) inflados com oxigénio, em densidade de 166 g/L.
ApOs o transporte, um peixe de cada saco plastico (n=9) foi amostrado e o restante
dos animais (30 peixes/tratamento; 90 peixes no total) foi devolvido as caixas de
origem para outras amostragens, as 3, 24 e 72 horas ap0s a chegada do transporte,

sendo trés peixes de cada caixa (n=9).
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Durante o periodo experimental, a 4gua das caixas apresentou temperatura
de 29.4 + 0.3 °C e concentragdo de oxigénio dissolvido de 4.32 + 0.69 mg-L*. Antes
do transporte, a temperatura foi 27.9 £ 3.2 °C, a concentracdo de oxigénio
dissolvido 4.83 + 0.1 mg-L%, e amonia total 0.12 + 0.01 mg-L. Apds o transporte,
os valores foram 259 + 3.2 °C, 12.36 + 2.4 mg-L! e 1.99 + 0.08 mg-L,

respectivamente, sem diferenca entre os tratamentos.

2.2. Processamento das racdes

As dietas foram preparadas pela moagem de racao comercial extrusada (28%
PB e 3.600 kcal EB/kg) e adicdo de 0.1% de dois B-glucanos, nos respectivos
tratamentos: com 73% de pureza (Macrogard® 12 geracédo, lote Q513187) e com
62% de pureza (Macrogard® 22 geracao, lote T1411201). Os B-glucanos foram
fornecidos pela empresa Biorigin, Brasil. Apos a adicdo do imunoestimulante e
homogeneizacdo da mistura, as ragdes foram moidas em moedor manual para

confeccao de pellets e secas por 24 horas.

2.3. Coletas e analises laboratoriais

Em cada amostragem, os animais foram anestesiados com benzocaina
(50mg/L) e o sangue retirado por puncéo da veia caudal, e separado em microtubos
gue continham ou ndo anticoagulante.

O sangue total com heparina foi utilizado para leitura de hematdcrito (Hct)
apos centrifugacdo em tubos capilares, contagem de eritrécitos (RBC) em
hemocitdbmetro de Neubauer, e determinacdo da concentracdo de hemoglobina
(Hb) utilizando-se kit comercial (Labtest Ref.43). Os valores da contagem de
eritrocitos (RBC) e do hematdcrito (Hct) foram utilizados para calculo do volume
corpuscular meédio pela féormula: VCM=(Hct/RBC)-10.

Amostras de sangue diretamente da seringa foram utilizadas para a confecgéao
de extensfes sanguineas. Apds secagem, as extensdes sanguineas foram coradas
utilizando a coloracéo de Rosenfeld (1947), para contagem total e diferencial de
leucocitos por método indireto. Os leucdcitos e trombdcitos foram quantificados a
cada 2.000 eritrécitos, em microscopio Optico, e a quantidade total foi estimada

considerando o valor de células vermelhas obtido pela contagem de eritrocitos
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(RBC). Na contagem diferencial de leucdcitos, as células foram quantificadas em
cada 200 leucécitos e estimadas para o total de leucdcitos.

Do sangue com EDTA fluoretado (Glistab - Labtest) foi extraido plasma para
quantificacdo da concentracédo de glicose e de cortisol com kits comerciais (Labtest
Ref.133 e DRG (Cortisol ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — 1887,
respectivamente).

Aliguota de sangue total com heparina foi utilizada para determinacdo da
atividade respiratéria de leucocitos, de acordo com protocolo de Anderson e Siwicki
(1995), modificado para o pacu (Biller-Takahashi et al., 2013). O método consiste
na determinagcdo colorimétrica das espécies reativas de oxigénio (EROS)
produzidas pelo “burst” oxidativo, baseado na reducédo do corante nitroblue
tetrazolium (NBT) que forma precipitados de material insolivel com coloracao azul
escuro no interior do fagécito, denominados granulos de formazan (Klein, 1990). A
densidade Optica da solucao foi determinada em espectrofotdmetro (Genesys 10S)
em comprimento de onda de 540nm.

Parte do sangue foi mantida a temperatura ambiente por quatro horas para
separacdo do soro utilizado para determinacdo de concentracdo de lisozima e
atividade hemolitica do sistema complemento. A concentragdo de lisozima foi
determinada de acordo com Smolelis e Hartsell (1949), com base na lise da bactéria
gram-positiva Micrococcus lysodeikticus, medida pela reducdo da absorbancia da
solucdo a 450nm a cada cinco minutos, durante dez minutos, utilizando um
aparelho ELISA (ThermoPlate Reader MN). A atividade da enzima foi calculada
pela formula: UA=([lisozima]/0,001)/10. A atividade hemolitica do sistema
complemento foi determinada de acordo com Ferriani et al. (1990) e Polhill et al.
(1978) e modificado para o pacu (Biller-Takahashi et al., 2012). Para tanto, foi
determinado cineticamente o tempo necessario para cada amostra de soro lisar
50% de uma suspenséo de eritrocitos de coelho, durante 20 minutos, com leituras
a cada 20 segundos, em comprimento de onda de 700 nm, em espectrofotbmetro
(Genesys 10S).

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(Protocolo 23543/15), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
Jaboticabal.
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2.4. Estatistica

Os dados foram avaliados pelos testes de normalidade (Cramer-von Mises) e
homocedasticidade (Brown-Forsythe) e o experimento foi analisado em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Com as premissas satisfeitas, 0s
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido de teste Tukey
(p<0,05) pelo software SAS 9.0.

3. Resultados

Nés avaliamos indicadores classicos de estresse (cortisol e glicose
plasmaticos), indicadores de imunidade inata (atividade respiratdria de leucocitos,
atividade do sistema complemento — via alternativa, atividade sérica de lisozima e
contagem total e diferencial de leucocitos) e indicadores hematoldgicos
(hematdcrito, namero de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina, volume
corpuscular médio de eritrocitos) de pacus juvenis alimentados com duas geracdes
de B-glucano por 15 dias e transportados por quatro horas antes de serem
amostrados, até 72 horas ap6s o transporte.

N&o houve mortalidade durante o periodo experimental.

3.1. Indicadores de estresse

3.1.1. Concentracdes sanquineas de cortisol e glicose

Apds quatro horas de transporte, as concentracdes plasmaticas de cortisol
aumentaram nos peixes do grupo Glul (p=0,0082) (Fig. 1). Nos peixes do grupo
Glu2, a elevacao foi apenas numérica (p=0,2276), embora tenha sido 91.5% mais
elevada, em relagéo ao valor inicial. No grupo controle, os valores voltaram aos
niveis iniciais a partir de trés horas, mas nos peixes alimentados com os [3-

glucanos, a elevacgéo foi sustentada até 24 horas depois.
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Figura 1. Concentracéo plasmética de cortisol de pacus alimentados com dietas contendo 0.1 % de
B-glucano, antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas ap0s transporte. Letras mailsculas indicam
diferenca entre tratamentos no mesmo tempo de amostragem e letras mindsculas indicam

diferencas entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento (p<0,05), pelo teste de Tukey.
Glul - 73% pureza, Glu2 - 62% pureza.

A concentracdo plasmatica de glicose aumentou imediatamente apés o
transporte (p<0,0001), em peixes de todos o0s grupos, sem influéncia dos glucanos
(p=0,8257) (Fig. 2). Embora as concentra¢des tenham diminuido apos trés e 24

horas (p<0,0001), os valores iniciais s6 foram recuperados 72 horas ap0s o
transporte.
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Figura 2. Concentracéo plasmética de glicose de pacus alimentados com dietas contendo 0.1 % de
B-glucano, antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas ap0s transporte. Letras indicam diferengas entre

0s tempos de amostragem em um mesmo tratamento (p<0,05). Glul - 73% pureza, Glu2 - 62%
pureza.
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3.2. Indicadores de imunidade inata

3.2.1. Atividade respiratoria de leucécitos (ARL)

A ARL manteve-se com valores semelhantes aos valores iniciais em peixes
de todos os grupos (p=0,6969), ap0s quatro horas de transporte, com reducao
(p<0,0001) destes valores trés horas depois (Fig. 3). Apos 24 horas do transporte,

a atividade retornou aos valores iniciais.
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Figura 3. Atividade respiratéria de leucécitos (ARL) de pacus alimentados com dietas contendo 0.1
% de B-glucano, antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas apés transporte. Letras indicam diferencas
entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento. Glul - 73% pureza, Glu2 - 62% pureza.

3.2.2. Atividade hemolitica do sistema complemento (AHCso)

A AHCso foi reduzida (p=0,0002) apos o transporte no grupo Glul, enquanto
nos grupos controle (p=0,1835) e Glu2 (p=0,1799) houve tendéncia desta reducédo
(Fig.4), mas os altos desvios dos valores das médias interferiram na significancia.
Este perfil ficou claro trés horas apés o procedimento (Glul - p=0,0235 e Glu2 -
p=0,0204). No grupo Glul, os valores iniciais de AHCso ndo foram recuperados até
72 horas ap6s o transporte, mas nos grupos controle e Glu2 essa recuperacao
ocorreu 24 horas ap0s, embora os valores fossem também iguais aos valores

observados as trés horas.
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Figura 4. Atividade hemolitica sérica do sistema complemento (via alternativa) AHCso de pacus
alimentados com dietas contendo 0.1 % de B-glucano, antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas apés
transporte. Letras indicam diferencas entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento.
Glul - 73% pureza, Glu2 - 62% pureza.

3.2.3. Atividade sérica da lisozima

A atividade da lisozima aumentou (p=0,0004) apenas nos peixes do grupo
Glul, em relacdo aos valores iniciais, 24 horas apés o transporte (Fig. 5), embora
n&o diferissem dos valores do grupo controle na mesma amostragem. As 72 horas,
os peixes do Glu2 apresentaram valores mais elevados (p=0,0012) em relacédo aos

valores iniciais e nos peixes controle os valores foram intermediarios (p=0,0243).
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Figura 5. Atividade sérica de lisozima de pacus alimentados com dietas contendo 0.1 % de -
glucano, antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas apoés transporte. Letras indicam diferencas entre os
tempos de amostragem em um mesmo tratamento. Glul - 73% pureza, Glu2 - 62% pureza.
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3.2.4. Contagem total de leucocitos

A guantidade de leucécitos reduziu (p<0,0001) na chegada do transporte e
retornou aos niveis iniciais somente 24 horas depois, em todos os tratamentos (Fig.
6). As 72 horas, o nimero de leucécitos permaneceu elevado nos peixes
alimentados com B-glucano (Glul - p=0,2234; Glu2 - p=0,4755), e reduziu

(p=0,0031) nos peixes do grupo controle.

A contagem total de trombdcitos ndo diferiu estatisticamente entre os

tratamentos ou entre 0s tempos de amostragem.
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Figura 6. Numero de leucécitos de pacus alimentados com dietas contendo 0.1 % de B-glucano,
antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas ap6s transporte. Letras mailsculas indicam diferenca entre
tratamentos no mesmo tempo de amostragem e letras mindsculas indicam diferengas entre os
tempos de amostragem em um mesmo tratamento (p<0,05), pelo teste de Tukey. Glul - 73% pureza,
Glu2 - 62% pureza.

3.2.5. Contagem diferencial de leucécitos

A quantidade, em numero absoluto, (p<0,001) e a porcentagem (p<0,001)
de linfocitos diminuiram na chegada do transporte, permanecendo reduzidas até
trés horas apos nos peixes de todos os tratamentos (Fig. 7A e B). O valor absoluto
de linfocitos retornou (p<0,001) aos valores iniciais nos peixes de todos 0s grupos
24 horas apos o procedimento, mas porcentualmente esta recuperacdo foi

observada somente no grupo Glu2 (p=0,0014).
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O numero de neutréfilos aumentou (p<0,001) a partir de 24 horas ap6s o
manejo estressante, porém o aumento porcentual ficou evidente no momento da

chegada do transporte nos peixes dos grupos controle (p=0,002) e Glul (p=0,0159)
(Fig. 7C e D).

O perfil de mondcitos em quantidade ou porcentagem foi semelhante,
apresentando aumento (p<0,0125) no momento da chegada do transporte até trés
horas, com retorno aos valores iniciais 24 horas apos o procedimento. Os peixes
do grupo Glul apresentaram mais mondcitos que os peixes dos grupos controle e
Glu2 (p=0,0018), 72 horas ap0s o transporte (Fig. 7E e F)

N&o foi possivel analisar estatisticamente o numero e porcentagem de

eosinofilos, células granulociticas especiais e basofilos, observadas em

guantidades muito baixas.
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Figura 7. Numero absoluto e porcentual de linfécitos, monécitos e neutréfilos de pacus alimentados
com dietas contendo 0.1 % de B-glucano, antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas apdés transporte.
Letras mailsculas indicam diferenca entre tratamentos no mesmo tempo de amostragem e letras
minUsculas indicam diferencgas entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento (p<0,05),
pelo teste de Tukey. Glul - 73% pureza, Glu2 - 62% pureza.
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3.3. Indicadores hematol6gicos

O hematocrito (HCT) aumentou 72 horas apds o transporte nos peixes dos
grupos Glul (p=0,0481) e Glu2 (p=0,0475) (Fig. 8A). O mesmo ocorreu com 0
namero de eritrécitos (RBC) nestes mesmos grupos (Glul - p=0,0011; Glu2 -
p=0,0055) (Fig. 8B). Neste tempo de amostragem, observamos os menores valores
de volume corpuscular médio (VCM) nos grupos Glul (p=0,0307) e Glu2 (p=0,0471)
(Fig. 8D).

A concentracdo de hemoglobina (HGB) (p=0,0002) aumentou 24 horas apés
o transporte, seguida de queda em 72 horas em todos os grupos (Fig. 8C). Na
chegada, o grupo Glul apresentou concentracdo de HGB maior que o grupo
controle (p=0,0411), nado diferindo do grupo Glu2 (p=0,1118).
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Figura 8. Hematdcrito (HCT), nimero de eritrocitos (RBC), concentracdo de hemoglobina (HGB) e
volume corpuscular médio (VCM) dos eritrécitos de pacus alimentados com dietas contendo 0.1 %
de B-glucano, antes, na chegada e 3, 24 e 72 horas apés transporte. Letras mailsculas indicam
diferenca entre tratamentos no mesmo tempo de amostragem e letras minldsculas indicam
diferencas entre os tempos de amostragem em um mesmo tratamento. Glul - 73% pureza, Glu2 -
62% pureza

4. Discussao
Os resultados deste estudo mostraram que as duas moléculas de B-glucanos
testadas interferiram na dindmica do cortisol e estimularam moderadamente a

atividade da lisozima e do sistema complemento durante o estresse.

A ocorréncia de estresse causado pelo transporte foi confirmada pelo
aumento da concentracdo plasmatica de cortisol e da glicose imediatamente apos

o transporte. Esses aumentos evidenciam a ativagcdo de ambos 0s eixos, sistema
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nervoso autbnomo-ceélulas cromafins e o eixo hipotalamo-hipdfise-interrenal nos
peixes, que resulta na liberagéo de catecolaminas e cortisol, respectivamente como
resposta de ajustes bioquimicos e fisiologicos (Wendelaar Bonga, 1997). Esse perfil
também foi descrito em outros peixes (Carneiro e Urbinati, 2001; Gomes et al.,
2003; Urbinati et al., 2004, Fagundes e Urbinati, 2008).

O cortisol é considerado um bom indicador para avaliagdo da resposta
priméria de estresse (Mommsen et al., 1999), enquanto que a glicose circulante &
um indicador bastante confiavel para expressar a resposta secundaria (Wells e
Pankhurst, 1999).

Chama a atencdao, o perfil pés-transporte do cortisol nos peixes previamente
alimentados com os B-glucanos. Enquanto nos peixes controle, os niveis de cortisol
recuperaram valores iniciais em trés horas, nos que receberam o imunoestimulante,
a elevacao observada na chegada do transporte foi mantida até 24 horas, sugerindo
um papel modulador do B-glucano na resposta hormonal do estresse do pacu,
prolongando o periodo de acdo do cortisol na fase adaptativa da resposta. Pouco
se encontra na literatura abordando o papel do glucano no estresse e os estudos
disponiveis utilizam outras espécies, doses, tempo de alimentacdo entre outras
diferencas de protocolo experimental. Jeney et al. (1997) alimentaram trutas arco-
iris (Oncorhvnchus mykiss) com glucano (0.1, 0.5 e 1%) durante quatro semanas e
transportaram os peixes por 2 horas. Os autores ndo encontraram diferenca nos
niveis de cortisol 2 e 24 horas ap0s o procedimento. Do mesmo modo, Soltanian et
al. (2014) ndo encontraram alteracdo nas concentracdes de cortisol em bagres
Pangasianodon hypophthalmus alimentados por 9 semanas com B-glucano (0.5, 1
e 2%) até 24 horas apés choque térmico. Também, Chagas et al. (2012) nédo
observaram diferenca em indicadores de resposta de estresse (cortisol e niveis
glicémicos) apods transporte de tambaqui (Colossoma macropomum) previamente
alimentados com 3-glucano (0.1, 0.2, 0.4 e 0.8%), por 60 dias. Em estudo anterior,
pacus foram alimentados com -glucano (0.1, 0.5, 2 e 1%) por 30 dias e submetidos
a captura, entretanto ndo houve efeito atenuador de estresse pela suplementacao
dietética do imunoestimulante (Abreu, 2007). Entretanto, resposta semelhante a
gue encontramos foi descrita em peixes lapis (Nannostomus trifasciatus) que foram

alimentados por sete dias com 0.01%, 0.1% e 0.5% de B-glucano e transportados
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por 24 horas. Os valores de cortisol pos-transporte dos peixes que receberam
glucano foram duas vezes mais elevados que os dos peixes controle (Abreu et al.,
2014).

Em relacdo as respostas de imunidade inata, os B-glucanos testados nao
afetaram a atividade respiratéria dos leucocitos. Os mondcitos possuem um
importante papel na defesa do organismo, pois, quando ativados, produzem
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio, com atividade bactericida
(Secombes, 1996). Neste estudo, os mondcitos de peixes de todos 0S grupos
permaneceram ativos apos quatro horas de transporte, e apresentaram reducao
em sua atividade apoés trés horas do procedimento. Abreu (2007), que também
alimentou pacus com B-glucano, observou aumento da ARL apds 15 dias de
alimentacdo, independente do tratamento, semelhante ao que ocorreu neste
trabalho. Porém, a ARL nao foi afetada pelo estresse de captura aplicado, enquanto
que o transporte, em nosso estudo, diminuiu a ARL trés horas apés o estressor.

A AHCso reduziu imediatamente apds o transporte e assim permaneceu até
72 horas depois. Vinte e quatro horas ap6s o procedimento, os peixes alimentados
com o B-glucano 22 geracdo apresentaram retorno da atividade destas proteinas
aos niveis basais, indicando um possivel efeito protetor desta molécula. A reducao

da ARL e da AHCso indica a acdo imunossupressora do cortisol e catecolaminas.

A lisozima, por outro lado, foi ativada 24 horas ap6s o transporte, nos peixes
Glul. As 72 horas, a ativagéo foi observada em todos os grupos. A ativacio da

lisozima pelo B-glucano é conhecida, como também ocorreu em Dicentrarchus

labrax alimentado com o imunoestimulante (Bagni et al., 2005).

As células sanguineas de defesa sao os trombdcitos e leucécitos (linfocitos,
monaocitos/macréfagos, neutrofilos, eosindéfilos, basoéfilos e células citotdxicas), que
atuam no reconhecimento e eliminacdo de patégenos (Secombes, 1996). Neste
estudo, observamos diminuicdo da populacdo de leucocitos totais (leucopenia) e
de linfécitos (linfopenia) concomitante ao aumento da concentracdo de cortisol
circulante, demonstrando outro efeito imunossupressor do hormdnio. Segundo
Pickering e Pottinger (1995), a redugéo do numero de linfécitos circulantes esta
associada ao aparecimento de doencas devido a elevacdo da concentracdo de

cortisol na resposta de estresse.
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O retorno a quantidade inicial de leucdcitos circulantes ocorreu 24 horas ap6s
o transporte, mas somente os peixes alimentados com 3-glucano mantiveram estes
valores estaveis, ja que houve reducao do numero de leucécitos 72 horas apos o
procedimento nos peixes do grupo controle. Novamente, a administracdo do
glucano reduziu os efeitos imunossupressores da resposta de estresse. Em
contraste com nossos resultados, Bagni et al. (2005) ndo observaram diferenca na
quantidade de linfécitos em robalos Dicentrarchus labrax tratados por 60 dias (15

dias de alimentacéo e 45 dias de suspensdo) com 0.1% de glucano.

Ao mesmo tempo que observamos linfopenia, houve aumento na populagéo
de neutrofilos (neutrofilia). Segundo Weyts et al. (1998), durante o estresse agudo,
gquando a concentracdo de cortisol é elevada, a populacdo de neutréfilo em
circulacado pode aumentar rapidamente. Neutrofilia induzida pelo cortisol também
foi observada no bagre do canal apds transporte (Ellsaesser & Clem, 1986). Biller
(2005) observou neutrofilia e linfopenia em pacus submetidos a estresse por
infeccéo pelo parasito Dolops carvalhoi.

Em relacdo aos indicadores hematoldgicos, peixes apos estresse podem
apresentar alteracdes no hemograma, devido principalmente a disfuncao
osmorregulatdria dos eritrocitos (Tavares-Dias e Moraes, 2003), mas também por
alteracdes metabdlicas (Urbinati e Carneiro, 2004). Apds o transporte, 0s peixes
alimentados com B-glucano apresentaram maiores concentracdes de hemoglobina
que os controle, sugerindo maior capacidade de transporte de oxigénio pelo
sangue. Resultados similares foram encontrados por Carneiro e Urbinati (2001),
gue observaram aumento da hemoglobina e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média apdés transporte de matrinxa (Brycon cephalus).

Maiores valores de hematdcrito somado a maiores valores de RBC, 72 horas
apos o transporte, indicam maior producao de eritrocitos nos grupos Glul e Glu2.
No grupo controle, este perfil ndo foi observado, provavelmente porque os peixes
perderam a capacidade de manter a eritropoiese e a eficiéncia no carreamento do

oxigénio foi conservada pelo aumento no VCM (Garcia et al., 2012).

5. Conclusao
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Os resultados encontrados neste estudo confirmam que o transporte se
caracterizou como uma situacao estressante e houve modulacdo desta resposta
pelo B-glucano. A administracdo oral de 0.1% das duas gerag¢des de B-glucano
prolongou a elevacdo de cortisol circulante apdés o transporte e manteve a
populacdo de leucdcitos circulantes apds recuperagéo de leucopenia. O B-glucano
da primeira geracdo antecipou a atividade da lisozima sérica.
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CAPITULO 3

B-glucano dietético modula a resposta do
cortisol e ativa respostas imune inatas em
pacus (Piaractus mesopotamicus) inoculados

com Aeromonas hydrophila apés transporte

RESUMO

O transporte é um manejo inevitavel na piscicultura e pode causar estresse e
imunossupressao, tornando 0s peixes suscetiveis aos patégenos do meio. Na
tentativa de minimizar estes efeitos, o uso oral do imunoestimulante -glucano tem
se mostrado uma alternativa promissora. O presente estudo avaliou o efeito de
duas geragdes de [-glucano, preparadas por processamentos distintos e
apresentando graus distintos de pureza, em indicadores de estresse e da
imunidade inata de pacus inoculados com Aeromonas hydrophila apés manejo de
transporte. Para tanto, os peixes foram separados em trés tratamentos com

duracédo de 15 dias: Grupo controle C - alimentados com rac&o contendo 0% de -
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glucano; Grupo Glul - alimentado com ragéo contendo 0,1% de B-glucano 1 (73%
puro); e Glu2 - alimentado com ragéao contendo 0,1% de B-glucano 2 (62% puro).
Em seguida, os peixes foram transportados durante quatro horas. Na chegada,
foram amostrados (condicdo inicial/pés transporte) e receberam injecéo
intraperitoneal de Aeromonas hydrophila ou PBS (controle PBS). Novas
amostragens ocorreram 3, 24 e 72 horas ap6s a inoculagdo da bactéria. Os
resultados sugerem que ambas as geracfes de B-glucano, na concentracdo de
0,1% na racdo, modularam a concentracdo de cortisol plasmatico, reduzindo a
elevacdo do hormdnio causada pelo transporte, e estimularam a atividade da
lisozima durante infeccao experimental do pacu, em condicéo de estresse. O Glu2
ativou em cerca de 42% a atividade hemolitica do sistema complemento em relacao
ao Glul e ao grupo controle. As moléculas testadas também aumentaram a
populacdo de leucdcitos circulantes, principalmente neutrofilos (22 geracdo) e
mondcitos (12 geracao).

PALAVRAS-CHAVE:

Aquicultura, sistema imune, imunoestimulante, estresse, desafio bacteriano, peixe

ABSTRACT

Transportation is an inevitable handling in fish farming and can cause stress and
immunosuppression, making fish susceptible to the environmental pathogens. In an
attempt to minimize these effects, the oral use of the immunestimulant 3-glucan has
been shown a promising alternative. This study evaluated the effect of two
generations of B-glucan, prepared by different processing methods and presenting
different degrees of purity on stress indicators and innate immunity of pacu
inoculated with Aeromonas hydrophila after transport. Therefore, fish were divided
into three treatments that lasted 15 days: control group: C - fed diets containing 0%
of B-glucan; Glul group - fed with feed containing 0,1% B-glucanl (73% pure); and
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Glu2 group - fed with feed containing 0,1% B-glucan2 (62% pure). Then, fish were
transported for four hours. On arrival, we sampled the fish (initial condition/post
transport) that received an intraperitoneal injection of Aeromonas hydrophila or PBS
(PBS control). Additional samplings occurred 3, 24 and 72 hours after the bacterial
inoculation. Results suggest that both generations of B-glucan, at concentration of
0.1% in the feed, modulated plasma cortisol concentration, reducing the hormonal
increase caused by transport, and stimulated lysozyme activity during experimental
infection of pacu, under stress conditions. Glu2 activated the hemolytic activity of
the complement system about 42% of Glul and control group. The molecules tested
also increased the population of circulating leukocytes, particularly neutrophils (2nd

generation) and monocytes (1st generation).

KEY-WORDS:

Aquaculture, immune system, immunestimulant, stress, bacterial challenge, fish
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1. Introducéo

A resisténcia dos peixes a doencas € uma grande preocupacdo da
aquicultura, pois o aumento da demanda mundial por pescados levou a
intensificacéo das técnicas de criacdo, gerando manejos e condigdes que expdem
0s animais a condi¢cfes estressantes (Urbinati e Carneiro, 2004; Val et al., 2004).

Entre estes manejos esta o transporte (Urbinati et al., 2004).

Situacfes estressantes ativam respostas no organismo, que resultam em
alteracdes fisioldgicas para preparar o animal para suportar a situacdo adversa e
reestabelecer sua homeostase (Urbinati e Carneiro, 2004; Tort, 2011), as quais

envolvem a imunossupressao (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999).

Na tentativa de minimizar as consequéncias deletérias decorrentes do
estresse, a utilizacdo de imunoestimulantes vem ganhando destaque na aquicultura
(Sakai, 1999; Ganguly et al., 2010; Ringo et al., 2012; Zanuzzo et al., 2015), pois
fornecem ao animal melhores condi¢cdes de defesa e representam uma alternativa
ao uso de antibioticos. Entre os imunoestimulantes testados na aquicultura, tem
destaque o B-glucano extraido da parede celular de leveduras (Saccharomices
cerevisae) (Meena et al., 2013). Ele estimula a atividade fagocitaria pela ligacao a
receptores da superficie de macréfagos e outras células brancas (Herre et al.,

2004), facilitando desta forma, a defesa do animal contra agentes patogénicos.

Os estudos iniciais sobre efeitos imunoestimulatérios e de protecdo contra
doencas do B-glucano ocorreram na década de 90 (Robertsen et al., 1990; Chen e
Ainsworth, 1992; Jorgensen et al., 1993; Jorgensen e Robertsen, 1995; Siwicki et
al., 1994), quando também se sugeriu que o -glucano pudesse proteger 0s peixes
contra efeitos do estresse (Chen e Ainsworth, 1992; Jeney et al., 1997). Os estudos
gue se sucederam apontaram o 3-glucano como um imunoestimulante ideal para a
aquicultura (Meena et al., 2013), embora os efeitos exatos do produto sejam
dependentes de varios fatores, que incluem a espécie de peixe, concentragdes, via
de administracao (Petit e Wiegertjes, 2016), bem como processamento (Vetvicka e
Oliveira, 2014).

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € um dos peixes de cultura mais
importante no sul, sudeste e centro-oeste do Brasil, com alto valor comercial na

aguicultura do pais (Urbinati et al., 2010).
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Ainda pouco se sabe sobre o efeito direto do B-glucano no mecanismo de
estresse, especialmente nesta espécie de peixe.

Com base no exposto, o presente trabalho avaliou o efeito da administracéo
oral de duas geracfes de B-glucanos (diferentes niveis de pureza e processos de
obtencdo) na resposta imune, associada a indicadores de estresse, em pacus
(Piaractus mesopotamicus) infectados experimentalmente com Aeromonas

hydrophila apés manejo de transporte.

2. Material e métodos
2.1. Animais e protocolo experimental

O presente estudo utilizou 216 juvenis de pacu (101,1 =+ 23,51g e 159 +
1,04cm), fornecidos pelo Centro de Aquicultura da UNESP — CAUNESP
(Laboratério de Reproducdo de Peixes). Os peixes foram acondicionados em 18
caixas de 100L (12 peixes/caixa) com fluxo continuo de &gua e aeracdo

suplementar. O fotoperiodo foi de 12h luz/12h escuro.

Apoés aclimatacdo de sete dias, os peixes foram distribuidos em um grupo
controle e dois tratamentos, correspondentes ao grau de pureza do
imunoestimulante B-glucano adicionado na racédo, sendo: Grupo Controle -
alimentado com ragao comercial sem B-glucano; Grupo Glul - alimentado com
ragcao comercial com 0,1% de B-glucano (73% puro); Grupo Glu2 - alimentado com
racao comercial com 0,1% de B-glucano (62% puro). Cada tratamento teve seis

réplicas/caixas (72 peixes/tratamento).

Os peixes foram alimentados com a rac¢ao correspondente ao seu tratamento
durante 15 dias, duas vezes ao dia (9:00 e 15:00), com 3% do peso vivo ao dia.
ApoOs 24 horas da ultima alimentacdo, nove peixes da cada tratamento (um peixe
por caixa) foram amostrados, e os restantes foram transportados durante 4 horas.
Para o transporte, os peixes (66 por tratamento; 198 no total) foram acondicionados
em 18 sacos plasticos (11 peixes/saco) inflados com oxigénio, em uma densidade
de 166 g-L't. Um grupo de 9 peixes de cada tratamento sem manipulagdo, foi
separadamente amostrado para comparacdo dos indicadores de estresse apos o

transporte e confirmacéo do quadro de estresse. Apds o transporte, um peixe de
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cada saco (n=9) foi amostrado e o restante (60 peixes/tratamento; 180 peixes no
total) foi separado aleatoriamente em dois subgrupos em cada tratamento. No
primeiro subgrupo, os peixes anestesiados (benzocaina, 50mg-L?) receberam
injecdo intraperitoneal (5ul-g* p.v.) de solucéo contendo a bactéria Aeromonas
hydrophila inativada (50°C por 40 minutos) na concentracéo de 108 UFC/ml, e no
segundo subgrupo, os peixes receberam injecéo intraperitoneal (5ul-g*) de tampéao
PBS (controle PBS). As 3, 24 e 72 horas ap0s a inoculacgéo, trés peixes de cada

caixa (n=9) foram amostrados.

Durante o periodo experimental, a Agua das caixas permaneceu dentro das
condicdes adequadas para a espécie, com temperatura de 29.5 + 0.2 °C e
concentracdo de oxigénio dissolvido de 4.53 + 0.81 mg-L1. Antes do transporte, a
temperatura foi 28.0 £ 2.9 °C, a concentracdo de oxigénio dissolvido 4.90 + 0.25
mg-Lt, e amdnia total 0.13 + 0.01 mg-L1. Apds o transporte, os valores foram 27.4
+ 1.0 °C, 11.03 + 0.93 mg-L! e 1.97 £ 0.06 mg-L!, para estes parametros

respectivamente, sem diferenca entre os tratamentos.

2.2. Processamento das racdes

As dietas foram reprocessadas pela moagem de ragcdo comercial extrusada
(28% PB e 3.600 kcal EB/kg) e adicao de 0,1% de dois B-glucanos, fornecidos pela
Biorigin, Brasil: com 73% de pureza (Macrogard® 12 geracdo, lote namero:
Q513187) e com 62% de pureza (Macrogard® 22 geracao, lote nimero: T1411201),
de acordo com cada tratamento. Ap6s homogeneizacao, a mistura passou por um

moedor manual para a formacao de pellets e secagem por 24 horas.

2.3. Amostragens e analises laboratoriais

Em cada amostragem, os peixes foram anestesiados (benzocaina, 50mg/L),
e 0 sangue foi retirado por puncédo da veia caudal, e separado em aliquotas em
baterias de microtubos. O plasma extraido do sangue com EDTA flouretado (Glistab
— Labtest) foi utilizado para quantificacdo da concentragao de glicose e de cortisol,
ambos utilizando kit comercial (Labtest Ref.133 e DRG Cortisol ELISA — Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay — 1887, respectivamente). O sangue total com

heparina foi utilizado para a determinacdo da atividade respiratéria de leucocitos
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(ARL), seguindo o protocolo de Anderson & Siwicki (1995), modificado para o pacu
(Biller-Takahashi et al., 2013) O método baseia-se na formacao de precipitados de
material insolivel com coloragéo azul escuro no interior do fagocito, denominados
granulos de formazan (Klein, 1990) apos reducdo do corante nitroblue tetrazolium
(NBT) pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelo “burst’
oxidativo. A densidade o6ptica da solucao foi determinada em espectrofotdmetro

(Genesys 10S) em comprimento de onda de 540nm.

Uma aliquota de sangue sem anticoagulante foi mantido a temperatura
ambiente para obtencao do soro utilizado para determinacéo da concentracéo de
lisozima e atividade hemolitica do sistema complemento. A concentracdo de
lisozima foi determinada de acordo com Smolelis e Hartsell (1949), com base na
lise da bactéria gram-positiva Micrococcus lysodeikticus, medida pela reducéo da
absorbéancia da solugédo a 450nm a cada cinco minutos, durante dez minutos, em
um aparelho ELISA (ThermoPlate Reader MN). A concentracao foi utilizada para

calculo da atividade enzimética, pela féormula: UA=([lisozima]/0,001)/10.

A atividade hemolitica do sistema complemento foi determinada de acordo
com Ferriani et al. (1990) e Polhill et al. (1978) e modificado para o pacu (Biller-
Takahashi et al., 2012). Um ensaio cinético determinou o tempo necessario para
cada amostra de soro lisar 50% de uma suspensao de eritrocitos de coelho, medido
pela leitura cinética da solu¢cdo em espectrofotdbmetro (Genesys 10S), com leituras

a cada 20 segundos, durante 10 minutos, em comprimento de onda de 700nm.

O sangue com heparina também foi utilizado para contagem manual de
eritrocitos (RBC) em hemocitdmetro de Neubauer, leitura de hematécrito em tubos
capilares apés centrifugacdo, e determinacdo da concentracdo de hemoglobina
(HGB) por kit comercial (Labtest Ref.43). Os valores de RBC e HGB foram utilizados
para calculo de volume corpuscular médio (VCM), pela formula:
VCM=(Hct/RBC)-10.

O sangue total também foi utilizado para a contagem total e diferencial de
leucdcitos, que foi realizada com microscopia Optica em esfregagos sanguineos
corados pela coloracdo de Rosenfeld (1947). Os leucdcitos foram contados por
meétodo indireto, considerando a quantidade de leucocitos encontrada a cada 2.000
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eritrocitos e estimando-se para o total. Para a diferenciagdo foram contados 200

leucocitos e a quantidade de cada célula branca em relagéo ao total.

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal, preconizados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(Protocolo 23543/15), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,

Jaboticabal.

2.4. Estatistica

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado (DIC), em arranjo
fatorial 3X2 (trés tratamentos e dois grupos de inoculag¢do), com quatro fatores
longitudinais (tempos de coleta). Os dados foram avaliados pelos testes de
normalidade (Cramer-von Mises), homocedasticidade (Brown-Forsythe) e analise
de variancia utilizando o software SAS (versao 9.3), e quando significativo (p<0,05),

aplicado teste Tukey para comparacao das médias.

3. Resultados

NOs avaliamos indicadores classicos de estresse (cortisol e glicose
plasméticos), indicadores de imunidade (atividade respiratoria de leucdcitos,
atividade do sistema complemento — via alternativa, atividade sérica de lisozima) e
indicadores hematoldgicos (hematocrito, contagem de eritrécitos, concentracéo de
hemoglobina e volume corpuscular médio) em peixes alimentados com duas
geracgoes de B-glucanos e infectados experimentalmente com A. hydrophila apés

serem transportados por 4h

N&o houve mortalidade até 72 horas apés a inoculacao bacteriana.

3.1. Indicadores de estresse (Fig. 1 A e B)

Na amostragem inicial (pdés-transporte), os peixes de todos os tratamentos
apresentaram concentragcdes de cortisol similares (p=0,4915). Numa comparacao

isolada com um grupo de peixes amostrados antes do transporte, os valores pés-
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transporte nos peixes controle, Glul e Glu2 (164.12 + 69.97, 139.88 + 36.90 e
131.65 + 52.66 mg-100dL?) foram mais elevados (p=0,0430, p=0,0006 e p=0,0098)
gue os sem manipulacao (92.80 + 37.44, 76.43 £ 21.51 € 53.92 + 22.27 mg-100dL"

1, respectivamente).

Trés horas apds inoculacdo com a bactéria, a concentracdo de cortisol
aumentou (p<0,0001) nos peixes que receberam a bactéria, com retorno aos niveis
iniciais 24 horas ap0s a injecdo. Ndo houve alteracdo nos peixes que receberam o
tamp&o PBS. As trés horas, a elevacdo da concentracéo de cortisol foi menor nos
grupos tratados com glucano (p=0,0318) em relagdo ao grupo controle. As 72
horas, o grupo Glu2 que recebeu A. hydrophila apresentou o valor de cortisol mais

reduzido (p=0,0092) quando comparado com a amostragem inicial.

Do mesmo modo gque no cortisol, as concentracdes de glicose na amostragem
inicial (pos-transporte) ndo diferiram entre os grupos de peixes (p=0,8564). Os
valores de glicose circulante pds-transporte nos peixes controle, Glul e Glu2 (135.3
+30.7, 145.2 + 41.6 e 130.7 + 26.9 mg-100dL?) foram mais elevados (p< 0,0001)
gue os sem manipulacdo (52.8 + 6.2, 51.3 + 7.8 e 51.0 + 7.8 mg-100dL™?,

respectivamente), confirmando uma condig&o de estresse.

Trés horas apds a inoculacdo, os niveis de glicose foram menores que os da
coleta inicial, e diminuiram ao longo do tempo em todos os tratamentos e grupos

de inoculacao.
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Figura 1. Concentracdes plasmaéticas de cortisol (A) e glicose (B) de pacus alimentados com dietas
contendo 0.1% de B-glucano, na chegada do transporte e 3, 24 e 72 horas ap6s desafio com A.
hydrophila. Letras A e B indicam diferenca entre os tratamentos no mesmo grupo de inoculagdo e
tempo de amostragem; Letras a, b, e ¢ indicam diferenca entre os tempos de amostragem para 0s
animais inoculados com bactéria; Letras x e y indicam diferenca entre os tempos de amostragem
para os animais inoculados com PBS; Asterisco (*) indica diferenca entre animais inoculados com
bactéria e com PBS para um mesmo tratamento e mesmo tempo de amostragem; Flechas (1)

indicam diferenca com a amostragem pés-estresse para o tratamento (n=6-9); Auséncia de simbolos
indica a falta de diferenca.

3.2. Indicadores de imunidade inata (Fig. 2 A,Be C; Fig.3 A, B, Ce D)

Trés horas apoés a injecdo da bactéria, a atividade respiratoria de leucdcitos
(ARL) diminuiu (p<0,0001) nos peixes de todos os tratamentos e grupos de

inoculacdo, com retorno aos niveis iniciais nas amostragens seguintes.

Somente no grupo Glul houve diferenca na AHCso entre os tempos de
amostragem, tanto para os peixes inoculados com PBS (p=0,0017) quanto para os
que receberam a bactéria (p=0,0063), mais ativos trés e 24 horas apds a
inoculacao, respectivamente. Trés horas apés a inoculacdo, a AHCso no grupo Glu2

foi 42.6% maior em relacdo ao grupo Glul e de 43.2% em relacdo ao grupo
controle.
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No caso da lisozima sérica, sua atividade aumentou (p<0,0001) a partir de 24
horas apds a inoculagéo, permanecendo ativa até 72 horas apds. Os animais 0s
alimentados com glucano (Glul - p=0,0796; Glu2 - p=0,0474), e inoculados com A.
hydrophila, apresentaram maior atividade da enzima em relagédo ao controle, 24
horas depois da inje¢cdo. O aumento permaneceu até 72 horas apos a inoculagéo,
ainda que somente numérico, mas em cerca de 55,6% no grupo Glul, e 54,8% no
grupo Glu2.
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Figura 2. Atividade respiratéria de leucécitos (A), atividade hemolitica sérica do sistema
complemento (via alternativa) (B) e atividade sérica de lisozima (C) de pacus alimentados com dietas
contendo 0.1% de B-glucano, na chegada do transporte e 3, 24 e 72 horas ap0s desafio com A.
hydrophila. Letras A e B indicam diferenca entre os tratamentos no mesmo grupo de inoculacdo e
tempo de amostragem; Letras a e b indicam diferenca entre os tempos de amostragem para 0s
animais inoculados com bactéria; Letras x e y indicam diferenca entre os tempos de amostragem
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para os animais inoculados com PBS; Asterisco (*) indica diferenca entre animais inoculados com

bactéria e com PBS para um mesmo tratamento e mesmo tempo de amostragem; Flechas (1+)
indicam diferenca com a amostragem pos-estresse para o tratamento (n=9); Auséncia de simbolos
indica a falta de diferenca.

Os peixes de todos os tratamentos, injetados com PBS, apresentaram
aumento (p<0,0001) do numero de leucdcitos circulantes 24 horas apdés a
inoculacdo, permanecendo assim até 72 horas. Nos peixes que receberam a
bactéria, somente o grupo Glul (p=0,0054) apresentou aumento na populacao de

leucocitos, 72 horas apos a injegéo.

A contagem total de trombdcitos ndo apresentou diferenca estatistica entre

0s tratamentos ou entre 0os tempos de amostragem.

A populacéo de linfocitos circulantes aumentou a partir de 24 horas apos a
inoculacao nos peixes de todos os tratamentos e grupos de inoculacao (p<0,0001),
porém somente nos inoculados com PBS, o numero de linfécitos foi maior

(p=0,0012) que o numero encontrado na amostragem inicial.

A populacao de neutrdfilos apresentou perfil semelhante ao de linfocitos nos
peixes inoculados com PBS, com aumento (p=0,0022) a partir de 24 horas. Nos
peixes injetados com A. hydrophila, este aumento foi observado as 24 horas no
grupo Glul (p=0,0015) e as 72 horas nos grupos controle (p=0,003) e Glu2
(p=0,0053).

J4 o numero de mondcitos circulantes aumentou ao longo das amostragens
nos peixes do grupo Glul (p=0,0041) e diminuiu ao longo das amostragens nos
peixes controle (p=0,0032), ambos inoculados com A. hydrophila. O grupo Glul
apresentou maior quantidade de mondcitos que os grupos Glu2 (p=0,0531) e

controle (p=0,0041), 72 horas apds a inoculacao.
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Figura 3. Quantidade de leucdcitos (A), linfécitos (B), neutrofilos (C) e mondcitos (D) de pacus
alimentados com dietas contendo 0.1% de -glucano, na chegada do transporte e 3, 24 e 72 horas
apos desafio com A. hydrophila. Letras A e B indicam diferenca entre os tratamentos no mesmo
grupo de inoculagéo e tempo de amostragem; Letras a e b indicam diferenca entre os tempos de
amostragem para os animais inoculados com bactéria; Letras x, y e z indicam diferenca entre os
tempos de amostragem para os animais inoculados com PBS; Asterisco (*) indica diferenca entre
animais inoculados com bactéria e com PBS para um mesmo tratamento e mesmo tempo de
amostragem; Flechas (*+) indicam diferenca com a amostragem pés-estresse para o tratamento
(n=9); Auséncia de simbolos indica a falta de diferenca.
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3.3. Indicadores hematoldqicos (Fig. 4 A, B, C e D)

O hematocrito aumentou (p<0,0001) 24 horas apds a inoculacdo, sem
influéncia do glucano (p=0,7433) ou da injecdo de PBS (p=0,1721), retornando aos

seus valores iniciais 72 horas apos o procedimento.

O grupo Glu2 apresentou numero crescente de eritrocitos ao longo do tempo,
com valores mais elevados 72 horas apds a inoculacdo da bactéria. Nos peixes
inoculados, os grupos controle (p=0,0487) e Glul (p=0,0684) exibiram maiores

valores de RBC em relagcéo ao grupo Glu2.

Observamos aumento na concentracdo de hemoglobina nos peixes do grupo
controle (p<0,0001) a partir de trés horas, e nos peixes alimentados com o
imunoestimulante a partir de 24 horas (p<0,0001). Setenta e duas horas ap6s a
inoculacao bacteriana, os grupos Glul (p<0,0001) e Glu2 (p<0,0001) mostraram

reducdo da concentracédo de hemoglobina em relacdo ao momento inicial.

O VCM aumentou 24 horas apés a inoculacdo da bactéria nos peixes dos
grupos Glul (p=0,0057) e Glu2 (p=0,0044). Setenta e duas horas ap6s o
procedimento, peixes do grupo controle apresentaram VCM maior (p=0,0496) que
os tratados com o B-glucano (Glul - p=0,0446; Glu2 - p=0,0798).
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Figura 4. Hematdcrito (A), nimero de eritrdcitos (B), concentracdo de hemoglobina (C) e volume
corpuscular médio (D) de pacus alimentados com dietas contendo 0.1% de B-glucano, na chegada
do transporte e 3, 24 e 72 horas ap6s desafio com A. hydrophila. Letras A e B indicam diferenga
entre os tratamentos no mesmo grupo de inoculacéo e tempo de amostragem; Letras a e b indicam
diferenca entre os tempos de amostragem para os animais inoculados com bactéria; Letras x, Y, z
indicam diferenca entre os tempos de amostragem para 0s animais inoculados com PBS; Asterisco
(*) indica diferenga entre animais inoculados com bactéria e com PBS para um mesmo tratamento

e mesmo tempo de amostragem; Flechas (*+) indicam diferenca com a amostragem pos-estresse
para o tratamento (n=9); Auséncia de simbolos indica a falta de diferenca.
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4. Discusséao

Neste estudo, as duas geracdes de B-glucano testadas afetaram a resposta
imune inata promovida por uma infec¢cdo bacteriana experimental em pacus em
condicdo de estresse provocado por transporte. Observamos que o [B-glucano
modulou as concentracfes de cortisol apds o desafio bacteriano, melhorando a
atividade de componentes humorais do sistema imune inato, como lisozima e

sistema complemento.

Os resultados indicam que o desafio bacteriano aplicado foi uma ferramenta
adequada para estimulacao do sistema imune, enquanto a inje¢éo do veiculo (PBS)
nao afetou as respostas observadas, confirmando que a inje¢do n&o foi um fator

adicional de estresse.

O desafio bacteriano intensificou o estresse instalado apds o transporte, como
observado pelo aumento notavel nos niveis de cortisol circulante (491,7 £ 176,4 ng-
ml nos peixes do grupo controle), um dos principais indicadores da condi¢édo de
estresse (Wendelaar Bonga, 2011). Esta condigéo foi confirmada pelo perfil de
glicose circulante, outro importante indicador de estresse (Wendelaar Bonga,
2011).

Um resultado interessante, observado trés horas apds o desafio bacteriano,
foi a menor elevagdo dos valores de cortisol nos peixes tratados com as duas
formulacdes do B-glucano, indicando um efeito modulador do imunoestimulante na

dindmica do cortisol (producéo/secrecaol/clearance).

Efeitos do B-glucano nas concentragbes de cortisol sdo ainda escassos e
controversos, tornando os resultados deste trabalho inovadores, mas de dificil
interpretacdo. Barros et al. (2014) observaram aumento nas concentracdes de
cortisol de tilapia, apds estresse por choque-térmico, alimentadas por 7 dias com
B-glucano, mas néo verificaram este aumento em periodos mais longos de
alimentacdo. Entretanto a alimentagdo também continha vitamina C, tornando-se
dificil afirmar que foi agédo do glucano. Diferentemente, Soltanian et al. (2014) n&o
observaram efeito do imunoestimulante nas concentracdes de cortisol sérico em
Pangasianodon hypopthalmus ap6s choque térmico, do mesmo modo que Abreu

et al. (2014) n&do observaram diferenca entre os niveis de cortisol de peixe lapis
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alimentados com B-glucano apds 24 horas de transporte. Em matrinxa (Brycon
amazonicus), o tratamento oral com duas geragdes de [B-glucano promoveu,
diferentemente de nosso estudo, aumento da concentracédo de cortisol circulante
apos inoculacdo com a mesma bactéria usada por nés, mas sem 0 uso de manejo

prévio (Franco-Montoya, 2016).

Elevacdo reduzida das concentracdes de cortisol apdés a inoculacdo
bacteriana nos peixes alimentados com o imunoestimulante sugerem atenuacao da
resposta hormonal pelo B-glucano, em uma situacéo de estresse adicional e muito
severa (transporte seguido de inoculagcdo com A. hydrophila), inibindo um efeito
imunossupressor muito intenso do hormoénio. Este perfil pode representar um
mecanismo modulador da resposta imune, capacitando o organismo para reagir

contra a bactéria.

Os niveis de cortisol de peixes de todos 0s grupos retornaram aos hiveis
encontrados depois do transporte 24 horas ap0s a inoculacdo. Nos peixes
alimentados com o B-glucano Glu2, as 72 horas, as concentracfes eram menores
que as da amostragem inicial, sugerindo uma metabolizacdo mais rapida do

hormonio.

A fagocitose €, provavelmente, 0 mecanismo mais eficaz na destruicdo de
patdgenos e protecao contra doencas em peixes (Jeney e Anderson, 1993) e pode
ser representado pela atividade respiratdria dos leucocitos (ARL), processo ativado
durante a destruicdo do patdégeno. Observamos nos pacus, uma intensa reducéo
da ARL, em todos os tratamentos, trés horas apds o desafio bacteriano, resultado
gue tem uma relacéo inversa com o cortisol observado. Segundo Ellis (1981), niveis
elevados de cortisol tem acéo negativa nos 6rgaos hematopoiéticos dos peixes,
diminuindo a resposta imune pela reducdo da producdo de leucdcitos nestes
orgdos, além da acdo direta do hormdnio nos leucécitos. Entretanto, néo
observamos relacdo da ARL com as concentra¢cdes mais reduzidas de cortisol nos

peixes alimentados com B-glucano.

A molécula do B-glucano é reconhecida por receptores de membranas de
neutréfilos, mondcitos e macréfagos, estimulando a producdo e consequente
aumento de espécies reativas de oxigénio produzidos por essas ceélulas em peixes

e em mamiferos (Jeney e Anderson, 1993). Alguns estudos relatam os efeitos do
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B-glucano no aumento da atividade respiratoria de leucocitos (Verlhac et al., 1998;
Sahoo e Mukherjee, 2001, Cook et al., 2003, Biller-Takahashi et al., 2014), porém
no presente estudo, ndo observamos diferenca na ARL entre os tratamentos. Abreu
(2007) também n&o observou aumento da ARL em pacus alimentados com dieta

suplementada com 0,1% e 0,5% de [3-glucano.

Quanto a AHCsp (via alternativa), observamos que, trés horas apos a presenca
da bactéria, o B-glucano 22 geracéao estimulou a AHCso, que foi 42.6% maior em
relacdo ao grupo Glul e de 43.2% em relacdo ao grupo controle, enquanto a
molécula da 12 geracdo melhorou a atividade destas proteinas 24 horas apés a
inoculacdo bacteriana. Em contrapartida, ndo observamos grande atividade das
proteinas nos peixes controle, mesmo com a presenca da A. hydrophila. Biller-
Takahashi et al. (2014) observaram aumento da AHCso em pacus alimentados com
B-glucano, 7 dias apés inoculacdo com a mesma bactéria. Alimentacéo por 15 dias
com B-glucano também induziu aumento significativo na atividade do complemento
em robalo (Dicentrarchus labrax) (Bagni et al., 2005). Em nosso estudo, pode-se
afirmar que a molécula da 22 geracédo (62% de pureza) proporcionou ativacdo mais

rapida das proteinas do sistema complemento.

Com relacédo a atividade da lisozima sérica, esta enzima foi mais ativa 24
horas apds a inoculacdo com A. hydrophila, sendo que os peixes tratados com as
duas moléculas de B-glucano apresentaram maior atividade que no grupo controle.
Outros estudos também relatam a ativagéo de lisozima sérica pelo B-glucano, como
em salméo do Atlantico (Salmo salar) (Engstad et al., 1992), em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (Jorgensen et al., 1993) e pacu (Piaractus mesopotamicus)
(Biller-Takahashi et al.,, 2014). Segundo Kumari e Sahoo (2006), os
imunoestimulantes aumentam a concentracdo e atividade de lisozima devido ao
aumento no nimero de leucdécitos que secretam a enzima ou ainda pelo aumento

de lisozima secretada por cada célula.

Quanto a imunidade celular, o aumento da populacdo de leucdcitos
circulantes nos peixes alimentados com o glucano da primeira geracdo, 72 horas
apos o desafio bacteriano, indica o efeito imunoestimulante da molécula. O
aumento no numero de leucdcitos no grupo Glul neste tempo de amostragem &
explicado principalmente pelo aumento na populacdo de mondcitos. Mondcitos

possuem atividade fagocitaria e citotoxica nao-especifica e sdo consideradas
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células em transito na corrente sanguinea, migrando para o tecido conjuntivo e se
transformando em macréfagos durante o processo inflamatério (Cuesta et al.,
1999). Assim, a maior quantidade de mondcitos nos peixes alimentados com o
glucano da primeira geracao apoés inoculacdo do patégeno garante uma protecao
adequada contra a bactéria. Selvaraj et al. (2005) também observaram aumento na
contagem total de leucécitos e aumento na propor¢cdo de mondcitos em carpas que
receberam injecdo intraperitoneal de B-glucano, 7 dias apo6s infeccdo com A.

hydrophila.

O rapido aumento da populacdo e atividade de células fagociticas como
mondcitos/macréfagos em resposta a acdo do glucano é devido a presenca de
receptores especificos nestas células (Jeney e Anderson, 1993). Entretanto o
aumento na populacdo de leucécitos ndo foi acompanhado do aumento na

atividade respiratéria de leucocitos.

Ndo houve influéncia dos glucanos na populacdo de linfécitos, porém a
guantidade de neutroéfilos foi maior, 24 horas apds a inoculagdo bacteriana, nos
peixes alimentados com o glucano da segunda geracao. Neste momento, também
observamos, para 0 mesmo grupo, aumento na atividade de lisozima. Leucdcitos,
e principalmente neutréfilos e mondcitos/macrofagos, sdo responsaveis pela
producdo de lisozima (Murray e Fletcher, 1976), assim a atividade diminuida de
lisozima apos a inoculacdo do patdgeno pode ser explicada pela diminuicdo na
populacdo de neutrofilos (neutropenia). Da mesma forma, o aumento da atividade
de lisozima nos peixes do grupo Glu2, 24 horas apés a inoculacdo bacteriana deve-

se a neutrofilia nestes peixes (aumento na populacdo de neutrdfilos).

Neste e em outros estudos, a suplementacdo da dieta com o B-glucano
resultou em respostas positivas do sistema imune inato apds desafio bacteriano.
Segundo Biller-Takahashi et al. (2014), a suplementacao dietética com 0.1% de -
glucano e alimentagédo por 7 dias de pacu promoveu maior sobrevivéncia dos
peixes desafiados com A. hydrophila e dietas com adicdo de 1% do
imunoestimulante aumentaram a atividade respiratéria de leucdcitos, a atividade da
lisozima e a atividade das proteinas do sistema complemento dos pacus que

receberam injecao intraperitoneal da mesma bactéria.
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Os resultados dos parametros hematolégicos sugerem que 0 aumento no
hematocrito dos peixes inoculados com a bactéria ndo foi causado por maior
producao de células, mas ndo observamos perfil que pudesse ser associado ao uso

dos B-glucanos.

Exceto pelos resultados da AHCso, ndo encontramos diferenca na agéo dos
diferentes glucanos testados neste estudo. Em outra espécie de peixe nativo, o
matrinxd, Franco-Montoya (2016) descreveu acles diferenciadas dos mesmos
produtos. Em um estudo com cées, que também testou os efeitos da adicdo de
duas moléculas diferentes de B-glucano (B-glucano 01 com 68,5% de pureza e -
glucano 02 com 55,5% de pureza), houve melhora nos indicadores imunoldgicos
testados, evidenciando o efeito imunomodulatério do B-glucano. De acordo com os
autores, o B-glucano 01 apresentou melhores resultados que o B-glucano 02,
podendo estar relacionado a diferengca nos processos biotecnologicos para
obtencdo de cada molécula (Vetvicka e Oliveira, 2014).

5. Concluséo
Ambas as geragdes de B-glucano utilizadas apresentaram efeito modulatério
do perfil do cortisol plasmatico, atenuando a elevagcdo causada pela infeccéo

bacteriana.

Ambas as moléculas testadas causaram aumento da atividade hemolitica do
sistema complemento (via alternativa), e da da atividade de lisozima, evidenciando
sua agao imunoestimulante. Porém a molécula da 22 geracao estimulou a atividade

do sistema complemento mais rapidamente.
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CAPITULO 4

Concluséao geral e consideracgdes finais

A producao crescente de pescado, incluindo os peixes, que ocorre em nivel
mundial, traz consigo o desafio de produzir mais utilizando técnicas que levem em
consideragdo o bem estar animal, o cuidado com o meio ambiente e a qualidade

final do produto. A intensificagdo da producao inevitavelmente esta associada a

Caunesp 86



Mestranda - Mariana Maluli Marinho de Mello Orientadora — Elisabeth Criscuolo Urbinati

intensificacdo dos manejos, que se caracterizam como praticas invasivas e
adversas para os animais. Nestas condi¢cfes, € comum que o estresse se instale,
de forma aguda ou crénica, impondo aos peixes desafio fisiolégico para se ajustar
e sobreviver a perda da homeostase organica. A capacidade de resposta adaptativa
dos animais pode ser esgotada, momento em que prejuizos no crescimento,
reprodutivos e imunolégicos se tornam evidentes. A exaustdo do sistema imune

favorece a ocorréncia de doencas e mesmo de mortalidade na criacao.

Neste contexto, a pesquisa, deve ser uma aliada do setor produtivo e buscar
estratégias que minimizem esses prejuizos. Nosso estudo teve como objetivo
avaliar o uso oral de um produto imunoestimulante, o B-glucano, em duas
formulacdes, que se diferenciam pela pureza e processo tecnolégico de producéo,
no processo de instalacdo de estresse causado por transporte, pratica muito
comum na piscicultura, em uma espécie de peixe de alto valor econémico na
piscicultura nacional e de outros paises da Ameérica do Sul. O foco foi reforcar a
resposta imune dos peixes e reverter o quadro de imunossupressao causado pelo
estresse. Para isso, 0s peixes previamente alimentados com B-glucano foram
submetidos a uma condicdo de estresse (Capitulo 2) e infectados
experimentalmente com uma bactéria oportunista comum no meio aquatico e no

intestino dos peixes (Capitulo 3). A Aeromonas hydrophila é conhecida como

ferramenta experimental de estimulacéo de respostas do sistema imune em peixes.

O B-glucano tem sido muito utilizado no mundo todo, e é um carboidrato
complexo, derivado da parede celular de levedura (Saccharomyces cerevisiae).
Vérios séo os protocolos experimentais utilizados, que se diferenciam pela origem
do carboidrato, dose administrada, via e tempo de administracdo. Neste estudo

utilizamos a administracao oral, durante 15 dias na concentracdo de 0.1%.

Nosso estudo mostrou que o B-glucano modulou os niveis de cortisol ap6s
transporte e apods inoculacdo com Aeromonas hydrophila de forma distinta.
Enquanto na condicdo de estresse causado apenas pelo transporte, o B-glucano
prolongou os niveis elevados do horménio, durante a infec¢cdo, os aumentos

adicionais nos niveis hormonais foram reduzidos pelo imunoestimulante.
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Além disso, a acao imunoestimulante do -glucano ficou evidente, de forma
moderada, em condi¢do de estresse somente, mas foi potenciada na resposta a

infeccdo experimental.

A adicao de B-glucano na dieta aumentou a atividade hemolitica do sistema
complemento e de lisozima nos peixes apos transporte e desafio bacteriano com
A. hydrophila. O B-glucano da 12 geracgédo da Biorigin utilizado neste estudo, mesmo
na auséncia da bactéria, foi capaz de aumentar a atividade da lisozima, enquanto
que a segunda geracgao de 3-glucano da mesma empresa, na presenca da bactéria,

promoveu a ativacao de lisozima e do sistema complemento mais rapidamente.

Apés recuperacao de leucopenia, causada pela resposta de estresse ao
manejo de transporte, o imunoestimulante de ambas as geragbes manteve a
populacao de leucdcitos circulantes. Frente ao desafio bacteriano, apés a situacao
de estresse, 0 B-glucano da primeira geracdo aumentou a quantidade de monécitos
enguanto a molécula da segunda geracdo aumentou a populacao de neutroéfilos, o
que pode explicar a ativacao prévia de lisozima nos peixes que receberam a dieta

contendo o B-glucano da segunda geragéo.

Concluindo, os resultados deste estudo indicam a inclusdo de 0.1% B-glucano
derivado da parede celular de levedura (S. cerevisiae) na racao de pacus juvenis,
com oferecimento por 15 dias antes de manejos estressantes, como o transporte,

para reforcar a resposta imune do peixe.

Nosso estudo deixa abertas algumas questdes, que deverdo ser investigadas
em estudos futuros, especialmente, a administracdo de doses de [(-glucano

diferentes em tempos diferentes.
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