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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo alimentar com B-glucano na
sobrevivéncia de tilapia-do-Nilo desafiada com Francisella orientalis, um patdgeno
endémico de grande importancia para a aquicultura brasileira e mundial. Considerando que
o uso de B-glucano provoca um incremento na protecdo frente a patdgenos bacterianos em
varias espécies de peixes e também exerce efeitos moduladores no sistema imune inato, 240
juvenis de tilapia-do-Nilo foram suplementados com C: 0%, T1: 0.1% e T2: 0.3% de B-
glucano (Macrogard®) e, posteriormente submetidos ao desafio bacteriano com Francisella
orientalis. Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais (1,5% do peso vivo)
duas vezes ao dia (9h00 e 17h00), por um periodo de 30 dias. Duas caixas do grupo C e
quatro caixas dos grupos T1 e T2 foram inoculados intracelomicamente com 0,1 mL de uma
suspensdo bacteriana (determinada em ensaio de DL50%) de F. orientalis (1,95 x 109
UFC.mL™). As outras duas caixas do grupo C foram inoculadas com 0,1 mL de tampao
fosfato-salino (PBS). As mudancas no comportamento, os sinais clinicos e a mortalidade
diaria foram avaliadas durante 15 dias ap06s a infec¢do. Este estudo demonstrou que a
suplementagdo alimentar com 0,3% de B-glucano proporcionou maior sobrevivéncia nos

peixes apos o desafio com Francisella orientalis nas condi¢es experimentais testadas.



1. INTRODUCAO

A tilapia é a principal espécie de peixe produzida no Brasil. Em 2021, a produgdo no
pais foi de 534mil toneladas, o equivalente a 63,5% do total da aquicultura brasileira (PEIXE
BR, 2022).

A intensificacdo na producdo de tilapia aumentou consideravelmente o estresse
sofrido pelos animais, e com isso, a susceptibilidade a agentes infecciosos. Dentre as
bactérias de maior importancia para a tilapicultura mundial destacam-se o Streptococcus
agalactiae (principalmente sorotipo Ib e IlI), responsavel por um ndmero elevado de
mortalidade (MIAN et al., 2009; BARONY et al.,, 2017) e a Francisella orientalis
(COLQUHOUN e DUODU, 2011; RAMIREZ-PAREDES et al., 2020).

A Francisella orientalis € um patdgeno emergente de peixes tropicais causador da
franciselose. Ocorre principalmente nas fases de alevino e juvenil em tilapia, quando a
temperatura da agua é menor que 22° C (SOTO et al., 2009). A franciselose pode se
apresentar como uma doenca aguda com poucos sinais clinicos e altas taxas de mortalidade
ou como uma infec¢do subaguda a crénica com sinais clinicos inespecificos (SOTO et al.,
2009; BIRKBECK et al., 2011; COLQUHOUN e DUODU, 2011). As principais lesbes sao
observadas em Orgdos parenquimatosos, onde pode ser observado macro e
microscopicamente a presenca de granulomas (SOTO et al., 2009).

As principais formas de prevencdo de doencas em peixes consistem em técnicas de
boas praticas na producdo (SCHWARZ et al., 2019), e se destacam também o uso de
vacinacao (LIU et al., 2016) e a utilizacdo de imunomoduladores na racdo (RINGd et al.,
2012). No Brasil ha atualmente uma Unica vacina comercial para tilapias, licenciada contra
a estreptococose (Aquavac® STREP Sa) (MSD SAUDE ANIMAL, 2012), e nenhuma
vacina comercial disponivel contra a franciselose. Desta forma, uma das formas de
prevencdo de surtos de franciselose é através do uso de aditivos na dieta para incrementar o
sistema imunoldgicos dos peixes (RAGHIANTE et al., 2017).

Os imunomoduladores sao substancias como polissacarideos, hormonios, vitaminas,
componentes celulares, extrato ou Oleos essenciais de plantas ou drogas sintéticas
(MOHAPATRA et al., 2013; BUCHMANN, 2014; KASAHARA e SUTOH, 2014; SONG
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et al., 2014; SHRESTHA et al., 2015) que melhoram o sistema imunolégico, pois séo
reconhecidos pelos componentes do sistema imunoldgico e iniciam uma resposta celular e
humoral semelhante aquela causada por organismos patogénicos (GANNAM e SCHROCK,
1999). Algumas respostas que tem sido reportadas em peixes incluem ativacdo de
macrofagos, aumento da fagocitose por neutréfilos e mondcitos, aumento do nimero de
linfocitos, imunoglobulinas, e lisozima séricas (RAA, 1996; SAKALI, 1999). Deste modo, 0s
imunomoduladores podem aumentar a resisténcia frente a doengas, como ja foi observado
em salmédo do atlantico (Salmo salar L.) infectado com Aeromonas salmonicida (uso de
glucano de levedura) (RGRSTAD et al., 1993), em tilapia de Mocambique (Oreochromis
mossambicus) frente a uma infecéo por Citrobacter freundii (uso de extrato de Azadirachta
indica) (THANIGAIVEL et al., 2015) ou em rohu (Labeo rohita) infectado com Aeromonas
hydrophila (uso de vitamina C) (TEWARY e PATRA, 2008). Foi observado, inclusive, que
a administracdo de glucanos na fase embrionaria pode aumentar o tamanho larval e a taxa
de ganho de peso em tilapia do Nilo (B. DE JESUS et al., 2019) e salméo-keta (KISELEVA

et al., 2014), respectivamente.

Dentre os imunomoduladores utilizados na aquicultura, o B-glucano é dos mais
empregados e pesquisados (ZHANG et al., 2019; CHING et al., 2020). O B-glucano é um
componente polissacarideo da parede celular de cereais, bactérias e fungos, quando
administrado por via oral, aumenta a imunidade inata ao ser detectado pelos receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRS) presentes no intestino dos peixes (BOSCHI et al., 2011,
KHAN et al., 2016; CHING et al., 2020). Esses receptores, tais como aqueles do tipo toll
(TLRs), ou lectinas do tipo C (CLRs), estdo presentes na membrana das células imunologicas
(LOKESH et al., 2012). Os TLRs podem detectar a presenga de p-glucano, e desse jeito é
estimulada a producdo de citocinas pro inflamatdrias para modular a resposta imune (JIN et
al., 2015). O uso de B-glucano é eficaz para aumentar a resisténcia frente a doencas causadas
por bactérias dos géneros Aeromonas e Streptococcus e em tilapia-do-Nilo (DALMO et al.,
1997; SAKALI, 1999; DEFOIRDT et al., 2011; WANG et al., 2016; PILARSKI et al., 2017
ALBERS et al., 2021), e pode ser utilizado como uma alternativa frente ao uso de
antimicrobianos no tratamento de infecOes bacterianas em tildpia de Mocambique
(THANIGAIVEL et al., 2015).

Tendo em vista a relevancia da franciselose na producéo de tilapias, este estudo teve

como objetivo avaliar os efeitos da dieta suplementada com B-glucano na sobrevivéncia da
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tildpia-do-Nilo apos infecgdo por Francisella orientalis, permitindo assim a elaboracéo de
novos protocolos para a prevencao e/ou reducdo do impacto desse patégeno emergente para

a aquicultura mundial.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Tilapia-do-Nilo

A tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, € um peixe tropical, da familia Cichlidae,
originaria da Africa e introduzida em mais de 90 paises ao redor do mundo, se tornando a
espécie de producdo que mais cresceu nas Ultimas trés décadas (ATTAYDE et al., 2011;
ISHIKAWA et al., 2012). A producdo mundial de tildpia alcancou os 4,5 milhdes de
toneladas no ano 2018 (FAO, 2020).

A tilapia apresenta rapida taxa de crescimento, tolera qualidade de agua adversa e
doencas, facil adaptacdo aos diversos tipos de ambientes e sistemas de criacdo
(HASSANIEN et al., 2004; KULAC et al., 2012; QIANG et al., 2014). Alem disso, a carne
de tilapia é muito apreciada pelo consumidor, com baixo teor de gordura e de calorias, com
filé de facil processamento e rendimento em torno de 35% (TAVARES e PALHARES,
2011; GARCIA et al., 2017; PREMARATHNA et al., 2018).

A producéo de tilapia-do-Nilo é amplamente difundida no Brasil, onde em 2021 a
producdo foi de 534 mil toneladas, o equivalente a 63.5% do total produzido pela aquicultura
no pais (PEIXE BR, 2022). A criacdo de tilapia esta concentrada nas Regides Sul e Sudeste,
sendo responsaveis por 72,5% do volume nacional (IGBE, 2019). No estado do Parana,
maior produtor brasileiro, 0 95,2% da producéo aquicola corresponde a criacdo de tilapia.
Sdo Paulo (segundo maior produtor) e Minas Gerais (terceiro maior produtor) contribuiram
com 14,1% e 10,5% da producao nacional de tilapia (IGBE, 2019).

2.2 Sistema imunologico dos peixes

2.2.1 Consideracdes gerais sobre o sistema imunoldgico dos peixes




O sistema imunoldgico dos peixes é composto pelos sistemas imune inato e
adaptativo (SECOMBES e BELMONTE, 2016). O sistema imune inato atua de maneira
inespecifica, evitando a entrada e estabelecimento de agentes patogénicos no organismo
(JYRGENSEN, 2014). J& o sistema imune adaptativo é caracterizado por mecanismos
baseados no reconhecimento de antigenos especificos prévios, o que facilita uma resposta
mais pronunciada e rapida na proxima exposicdo ao mesmo patdégeno (CASTRO e
TAFALLA, 2015).

As estruturas, nas quais as células envolvidas na resposta imune séo organizadas séo
chamadas coletivamente de sistema linfoide e sdo organizadas em 6rgdos encapsulados ou
acumulos de tecido linfoide difusos (SECOMBES e WANG, 2012). Os o6rgdos e tecidos
linfoides sdo classificados como primarios (centrais) ou secundarios (periféricos) em
mamiferos (SECOMBES e WANG, 2012). Nos peixes 0sseos, 0s 6rgaos linfoides incluem
0 timo, o rim, e 0 bacgo, e os tecidos linfoides associados a mucosa (MALT, acrébnimo em
inglés de mucosa-associated lymphoid tissue) incluem o tecido linfoide associado ao trato
gastrointestinal (GALT, gut-associated lymphoid tissue), tecido linfoide associado a pele
(SALT, skin-associated lymphoid tissue), tecido linfoide associado as branquias (GIALT,
gill-associated lymphoid tissue), e o tecido linfoide associado a nasofaringe (NALT,
nasopharynx-associated lymphoid tissue) (BOEHM e BLEUL, 2007; URIBE et al., 2011,
SALINAS et al., 2015).

O timo é considerado um 6rgédo chave do sistema imune, esta localizado perto da
cavidade branquial e esta intimamente associado com o epitélio faringeo (BJOJRGEN e
KOPPANG, 2021). A sua estrutura é altamente variavel entre espécies e mesmo dentro da
mesma espécie de acordo com a idade (SECOMBES e WANG, 2012). O timo é o principal
local de proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo de linfécitos T e desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento do sistema imunoldgico e nas respostas imunes (DOS
SANTOS et al., 2000). Em peixes ndo h& diferenciagdo cortico-medular do timo como pode
se observar nos mamiferos (SECOMBES e WANG, 2012).

O rim € um 0rgao que esta localizado ao longo do eixo do corpo, acima da bexiga
natatéria (SECOMBES e WANG, 2012). A parte imunoldgica ativa, o rim cefélico, é
considerado nos teledsteos equivalente a medula éssea dos mamiferos, e € o maior local de
hematopoiese até a idade adulta (ZAPATA, 1976; ZAPATA et al., 2006). Os tipos de
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hematopoiese reportados no rim cefalico incluem eritropoiese, granulopoiese, trombopoiese,
monopoiese e linfoplasmopoiese (ABDEL-AZIZ et al., 2010). As células linfopoiéticas
incluem linfoblastos, linfocitos grandes, linfécitos pequenos e ativos e células plasmaticas
inativas (SECOMBES e WANG, 2012). Além disso, o rim € o principal érgdo produtor de
anticorpos (TIAN et al., 2009).

No baco, os peixes armazenam linfocitos e melanomacrofagos que, dependendo da
espécie, podem ser organizados em grupos ou dispersos na polpa branca (AGIUS e
ROBERTS, 2003). Uma vez que o sangue flui através do bago, antigenos sdo mantidos nas
juncgdes de macrdfagos para serem processados e apresentados aos linfocitos T (PRESS e
EVENSEN, 1999; SOLEM e STENVIK, 2006).

Por outro lado, os tecidos linfoides associados ao trato gastrointestinal (GALT), que
inclui a mucosa gastrointestinal, podem ser encontrados como aglomerados de células de
defesa, incluindo macrdéfagos, linfocitos, mastdcitos e granuldcitos. Essas células de defesa
secretam juntamente com o muco proveniente das células caliciformes, componentes
soltveis como lisozima, proteinas do sistema complemento e imunoglobulinas, que irdo
atuar na defesa imunoldgica contra organismos exdgenos a fim de promover a primeira
barreira contra microrganismos (GEORGOPOULOU e VERNIER 1986; ROMBOUT et al.
2010; BILLER-TAKAHASHI e URBINATI, 2013). A pele dos peixes atua como primeira
linha de defesa e contém tecido linfoide associado a pele (SALT), que tem uma resposta
semelhante ao GALT frente a infecgdes (XU et al., 2013). O SALT tem um papel
fundamental na defesa contra agentes patogénicos durante o periodo inicial de
desenvolvimento dos peixes teledsteos (YU et al., 2020). A resposta imune do tecido linfoide
associado as branquias (GIALT) € acionada pelos patdgenos e contaminantes ambientais
presentes na agua e tem sido reportada a presenca de imunoglobulinas e de plasmocitos
(MAKI e DICKERSON., 2003; GOMEZ et al., 2014). O tecido linfoide associado a
nasofaringe (NALT) é semelhante a outros MALT e contém células linfoides difusas e
imunoglobulinas (YU et al., 2020).

Por ultimo, o figado dos peixes tem fungéo imunologica similar a dos mamiferos de
produzir compostos humorais, como proteinas do sistema complemento e proteinas de fase
aguda da resposta inflamatdria (DAVIDSON et al., 1997; SALINAS et al., 2011).



2.2.2 Imunidade inata

Os componentes da imunidade inata em peixes podem ser classificados em barreiras
fisicas, celulares e humorais (MAGNADOTTIR, 2010). As barreiras fisicas incluem as
escamas, superficies mucosas da pele e brénquias e a epiderme (INGRAM, 1980;
SHEPHARD, 1994; ELLIS, 2001). Um dos mecanismos de protecdo mais importantes da
mucosa € a producdo de muco, o qual contém moléculas importantes para inibir a entrada de
patdgenos no organismo (URIBE et al., 2011; SECOMBES e WANG, 2012). As branquias
sdo formadas pelo epitélio branquial, uma camada de glicocélix e uma de muco,
componentes importantes para a producdo de células secretoras de anticorpos apds
imunizacdo por imersdo (dos SANTOS et al., 2001). Do mesmo modo, a integridade da
epiderme é essencial para manter o equilibrio osmatico e para evitar a entrada de patdgenos
(HIBIYA, 1994; CEBALLOS et al., 2018).

Por outro lado, as barreiras humorais incluem lectinas, lisozima, inibidores de
proteases, inibidores de crescimento bacteriano, peptideos antimicrobianos, proteinas do
sistema complemento, pentraxinas, precipitinas, imunoglobulinas, aglutininas, citocinas,
interferon e quimiocinas (MAGNADOTTIR, 2006). A maioria desses componentes séo
sintetizados pelo figado, no entanto, eles também podem ser sintetizados pelo cérebro e pelos
leucécitos (BILLER-TAKAHASHI e URBINATI, 2013).

Uma ampla variedade de tipos celulares esta envolvida na resposta imune inata dos
peixes, incluindo as células fagociticas como os neutréfilos, mondcitos e macréfagos, além
das células citotdxicas ndo especificas e células natural killer (SECOMBES e Wang, 2012;
FISCHER et al., 2013). Células epiteliais e células dendriticas teciduais também participam
dessa resposta (PRESS et al., 1994; GANASSIN e BOLS, 1996).

As células mencionadas acima respondem a biomoléculas presentes em varios grupos
de organismos chamadas de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs, pathogen
associated molecular patterns), os quais sdo reconhecidos pelo hospedeiro mediante
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs, pattern recognition receptors), tais como
receptores do tipo “toll” (TLRs, Toll-like receptors), receptores do tipo lectinas tipo C
(CLRs, C-type lectins), receptores do tipo RIG (RLRs, Retinoic acid inducible gene | [RIG-

I]-like receptors), receptores do tipo NOD (NLRs, Nucleotide binding oligomerization
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domain [NOD]-like receptors) e receptores do tipo AIM (ALRs, Absent in melanoma
[AIM])-like receptors) (HANSEN et al., 2011).

Outro componente de defesa que desempenha um papel decisivo na resposta imune
inata dos peixes sdo 0s peptideos antimicrobianos (AMPs, antimicrobial peptides) (SMITH
et al., 2010). Os AMPs apresentam vérias funcdes além de seus efeitos microbicidas, como
imunomodulacao, promogdo da cicatrizacdo de feridas, inducdo a producdo e atuacao de
quimiocinas, e recrutamento de células apresentadoras de antigenos (CHAKCHOUK-
MTIBAA et al., 2014; NIGGEMANN et al., 2014). Os AMPs caracterizados em teledsteos
incluem piscidinas, defensinas, hepcidinas, cathelicidins e peptideos derivados de histona
(SHABIR et al., 2017).

Igualmente, o sistema complemento € um componente principal da defesa inata nos
peixes (SECOMBES e WANG, 2012) e envolve cerca de 35 proteinas solUveis e ligadas a
membrana (HOLLAND e LAMBRIS, 2002). A funcdo mais conhecida do sistema
complemento € a sua capacidade de matar patdgenos atraves da formacdo do complexo de
ataque de membrana (MAC, membrane attack complex) para a lise da célula alvo por meio
de multiplos poros na membrana, causando perda do balanco eletrolitico celular, além de
outras funcBes imunoldgicas efetoras (HOLLAND e LAMBRIS, 2002; NAKAO et al.,
2011). O sistema complemento € divido em trés principais vias de ativacdo: a via classica, a
via alternativa e pela via das lectinas (HOLLAND e LAMBRIS, 2002).

A via classica é acionada pela ligacdo de um anticorpo a uma superficie celular. A
via alternativa € ativada diretamente por virus, bactérias, fungos ou mesmo células tumorais
e é independente da ligacdo de um anticorpo a uma superficie celular, e a via das lectinas é
iniciada pela uni&o da lectina ligadora de manose (MBL, Mannose-binding lectin) a mananos
da superficie das células bacterianas (HOLLAND e LAMBRIS, 2002).

2.2.3 Imunomodulacdo e imunomoduladores

Um imunomodulador é uma substancia natural ou sintética que estimula o sistema
imunoldégico por vias especificas (vacinas ou antigenos) ou ndo especificas
(independentemente da especificidade antigénica) (VALLEJOS et al., 2016). A

imunomodulacao do sistema imune inato consiste na exposi¢do de uma célula a um agonista,
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usualmente um PAMP, de maneira que a exposi¢do ao agonista resulte em uma resposta
aumentada (treinada) ou suprimida (tolerante) (BYRNE et al., 2020). A maioria dos
imunomoduladores sdo compostos quimicos que podem ser elementos estruturais naturais
de bacteérias (lipopolissacarideos, lipopeptideos, glicoproteinas e peptideos muramil), fungos
filamentosos e leveduras (B-glucanos de parede celular e produtos derivados), nucleotideos,
além de alguns compostos sintéticos, como Levamisole, ubenimex (Bestatin), entre outros
(RAA, 2000; MEENA et al., 2013).

A reducdo na utilizagdo de antimicrobianos na aquicultura é recomendado
mundialmente, pois 0 seu uso resulta no acumulo de varios residuos prejudiciais nos
produtos aquicolas e 0s seus efeitos colaterais se tornam uma ameaga crescente para 0S
consumidores (RING@ et al., 2012; WANG et al., 2016). Assim, os imunomoduladores tém
0 potencial de se tornarem uma importante alternativa aos antimicrobianos, e podem
contribuir para a diminui¢do ou substituicdo do seu uso, 0 que € um objetivo tanto da
pesquisa quanto da producdo aquicola global (WANG et al., 2016; ABDEL-LATIF et al.,
2022).

2.3 Beta-glucano

Os glucanos sao polimeros polissacarideos que podem ser de dois tipos dependendo
da base das ligagdes glicosidicas presentes neles, a-glucanos (dextrano com ligagdes a-1,6,
amidos com liga¢des a-1,4 e a-1,6) (NAESSENS et al., 2005; MEENA et al., 2013) e B-
glucanos (celulose com ligagdes B-1,4, zymosan com ligagdes B-1,3, laminarina com
ligagdes B-1,3, e lichenina com ligagdes B-1,3 ¢ p-1,4) (READ et al., 1996; KROON-
BATENBURG e KROON, 1997; CARBONERO et al., 2005; MEENA et al., 2013). Os
glucanos podem ser encontrados de forma natural nas bactérias, algas, fungos e plantas, onde
eles fazem parte da estrutura da parede celular (ZHANG et al., 2019).

A fonte mais comum de B-glucano é proveniente da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae (MEENA et al., 2013). O B-glucano tem sido extensamente
utilizado como aditivo alimentar por seus efeitos benéficos a saude dos animais de producao
(ZHANG et al., 2019). Varios estudos demostraram atividade pro-inflamatéria e antifingica

apo6s sua administracdo e os inumeros beneficios da suplementagdo dietética com esse
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imunomodulador também tem sido relatada nos organismos aquéaticos (VETVICKA et al.,
2013; DAWOOD et al., 2017; ZHANG et al., 2019).

A suplementag¢do alimentar com B-glucano em varias espécies de peixes resultou no
aumento da resisténcia a patdgenos bacterianos, como Aeromonas hydrophila,
Streptococcus agalactiae e Edwardsiella tarda (YOO et al., 2007; SIRIMANAPONG et al.,
2015; WANG et al., 2016; UDAYANGANI et al., 2017), parasitarios como o protozoario
Neoparamoeba sp e o microsporidio Loma salmonae (BRIDLE et al., 2005; GUSELLE et
al., 2007), e virais, como o virus da necrose hematopoiética infecciosa (LAPATRA et al.,
1998; SEALEY et al., 2007).

Como consequéncia da melhoria da atuacédo do sistema imune inato, € observado uma
melhora do processo de cicatrizacdo (PRZYBYLSKA-DIAZ et al., 2013; SCHMIDT et al.,
2015) e estimulacéo de mecanismos de defesa inespecificos (DALMO e BAGWALD, 2008),
tais como aumento na producao de lisozima, da atividade respiratoria de leucdécitos, da
atividade da via alternativa do complemento e incremento na velocidade de resposta dos
macréfagos (COOK et al., 2001; SAHOO e MUKHERJEE, 2001; Al et al., 2007; L1 et al.,
2009). Em adicdo a esses efeitos imunoestimulantes, os B-glucanos participam também da
modulacdo da microbiota intestinal dos peixes, atuando também como prebidtico
(KUHLWEIN et al., 2013; MIEST et al., 2016; JUNG-SCHROERS et al., 2016). O p-
glucano pode enriquecer a microbiota no intestino do peixe para melhorar a imunidade
intestinal (CHING et al., 2020), como foi observado em carpa comum (Cyprinus carpio)
(JUNG-SCHROERS et al., 2016). As carpas suplementadas com o aditivo mostraram maior
diversidade de bactérias intestinais, o que impede a invasdo e adesdo de bactéria ruins,
reduzindo a infecg&o bacteriana no intestino (JUNG-SCHROERS et al., 2016). O 3-glucano
pode também aumentar a resposta adaptativa a nivel intestinal (CHING et al., 2020), como
observado no intestino do salméo do atlantico, com um aumento dos niveis de transcricao

de imunoglobulina T apds administracéo oral (KIRON et al., 2016).

Os B-glucanos atuam como PAMPSs, os quais sao identificados pelos PRRs, tais como
0s TLRs, ou CLRs, os quais estdo presentes na membrana das células imunologicas como
macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas e linfocitos (LOKESH et al., 2012). O TLR2 e
TLR4 podem detectar padroes fungicos como o B-glucano, e podem estimular a produgéo

de citocinas pro inflamatorias, como a interleucinal (IL-1p), o fator de necrose tumoral
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(TNF, tumour necrosis factor) e a interleucina 8 (IL-8), para modular a resposta imune (JIN
et al., 2015). Este processo de reconhecimento pode mediar a via do NF-xB (fator nuclear
kappa B), um fator de transcricdo envolvido no controle da expressdo de diversos genes
ligados a resposta inflamatoria (SKALNIK, 2002; KANJAN et al., 2017).

O receptor de B-glucano melhor descrito é a Dectina-1, um membro da familia das
lectinas do tipo C (CLR) (ZELENSKY et al., 2005). A Dectina-1 é o principal receptor de
B-glucano nas linhagens celulares de mondcitos/macrofagos e neutrofilos (BROWN et al.,
2002). A ligacdo do polissacarideo com a Dectina-1 depende da presenca de triptofano,
histidina e tirosina no dominio de reconhecimento de carboidratos, os quais formam um
sulco superficial hidrofébico e podem se ligar com o B-glucano através de interacdes
hidrofobicas (ADACHI, 2004).

Os B-glucanos podem ativar os fagocitos, estimulando sua atividade fagocitica,
citotoxica e antimicrobiana, e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(PILARSKI et al., 2017), e podem aumentar a producdo de proteinas liticas, como lisozima
(Al et al., 2007; CHANG et al., 2013) e proteinas do sistema complemento (PIONNIER et
al., 2014).

E necessério utilizar uma dosagem adequada de p-glucano para fornecer um efeito
imunomodulador nos peixes (CHING et al., 2020). Assim como a concentragao de B-glucano
abaixo da ideal pode ndo ser capaz de estimular de forma eficaz o sistema imunolégico dos
peixes, a concentragdo de B-glucano maior do que a necessaria provoca efeitos adversos,
como inflamacdo excessiva e esgotamento imunoldgico (CHING et al., 2020). A dosagem
adequada pode variar de acordo com a espécie. Tilapia suplementada com 1 g kg™ de p-
glucano ndo mostrou mudancas no sistema imunoldgico (SALAH et al., 2017), mas a mesma
dosagem utilizada em salmédo demonstrou diferengas significativas (DOUXFILS et al,
2017).

No entanto, outros estudos mostraram que 0 beta-glucano administrado em outras
doses teve efeitos benéficos na tilapia: SELIM e REDA, 2015 mostraram que a
suplementagdo por via oral de 1,5 g kg™ por 60 dias incrementou o desempenho produtivo e
a resisténcia frente a desafio com Y. ruckeri. Similarmente, PILARSKI et al., 2017 também

determinaram que 0,1 g kg' de B-glucano administrado por 30 dias influenciou o
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desempenho produtivo e aumentou a resisténcia frente a S. agalactiae. A via de
administracdo, e o tempo de suplementacdo também sdo varidveis a serem consideradas
(CHING et al., 2020).

2.4 Francisella orientalis

Francisella é um género de bactérias pertencentes a familia Francisellaceae que se
caracterizam por ter morfologia de cocobacilos Gram-negativos pleomorficos, metabolismo
estritamente aerdbicos, intracelulares facultativos e ndo méveis (BIRKBECK et al., 2011;
COLQUHOUN e DUODU, 2011; SOTO e REVAN, 2012). Sao consideradas bactérias
fastidiosas e requerem a adicdo de cisteina e ferro ao agar Mueller-Hinton para que possam
ser isoladas em meio bacteriano (SOTO et al., 2009; RAMIREZ, 2017). Francisella
orientalis é considerada um patégeno emergente na aquicultura mundial e atinge
regularmente estoques comerciais e selvagens de espécies de peixes tropicais como de
climas temperado (NGUYEN et al., 2015; RUANE et al., 2015).

A infeccdo causada pela Francisella orientalis é conhecida como franciselose e pode
apresentar forma clinica aguda, sub-aguda e crbnica. Em tildpias, é mais frequente a forma
aguda, que corresponde a uma alta taxa de mortalidade diaria, com sinais clinicos
inespecificos, como natacdo erratica, anorexia, anemia, exoftalmia, perda de escamas,
erosdes cutaneas. A forma subaguda ou cronica apresenta menor taxa de mortalidade diaria,
mas maior morbidade, com uma maior prevaléncia de animais com os sinais clinicos acima
descritos (BIRKBECK et al., 2011; SOTO et al., 2011).

Dentre das lesdes macroscopicas, tem sido reportadas granulomas em Orgdos
parenquimatosos, como rim, baco e figado (SOTO et al., 2009; BIRKBECK et al., 2011).
No caso das lesdes microscopicas, nas branquias, baco, rim, figado, coracdo, olhos, sistema
nervoso central e trato gastrointestinal, sendo a lesdo mais caracteristica a presenca de
nodulos brancos multifocais generalizados (SOTO et al., 2009; BIRKBECK et al., 2011).

Sobre a patogénese da franciselose, sabe-se que a bactéria consegue sobreviver

dentro dos macrofagos e € capaz de induzir apoptose nessas células e, também nas células

endoteliais (SOTO et al., 2010). Seguindo uma dispersao linfo-hematogénica, a Francisella
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orientalis pode invadir os tecidos parenquimatosos, resultando na formacao de granulomas
(HSIEH et al., 2006; SOTO et al., 2010).

Francisella orientalis é considerada uma bactéria de dificil diagndstico devido a
dificuldade no isolamento do patdgeno, presenca de infecgBes bacterianas secundérias,
tratamento com antimicrobianos e similaridade das lesdes histopatoldgicas com outros
agentes patogénicos formadores de granulomas tais como Mycobacterium sp. ou
Streptococcus spp. (SOTO et al., 2009; CAMUS et al., 2013). Surtos de franciselose
ocorreram em tilapias da Asia, Europa e América, incluindo Taiwan (CHERN e CHAO,
1994), Tailandia (NGUYEN et al., 2015), China (LIN et al., 2016), Reino Unido (JEFFERY
et al., 2010), Costa Rica (SOTO et al., 2009), Estados Unidos (SOTO et al., 2011), México
(ORTEGA et al., 2016), Chile (BOHLE et al., 2009), entre outros. A franciselose é
considerada uma doenca endémica na tilapicultura do Brasil (LEAL et al., 2014; JATOBA
etal., 2016).

A franciselose é de dificil tratamento (SOTO et al., 2012). No entanto, atualmente
existem trés antibidticos aprovados pela FDA, florfenicol, oxitetraciclina e
sulfadimetoxina/ormetoprim, disponiveis para uso na alimentacéo de peixes (FDA, 2022).

Atualmente, uma das alternativas para controlar a franciselose em peixes € a
inoculacdo de vesiculas de membrana externa (OMV, outer membrane vesicles), estruturas
bioldgicas eliminadas por bactérias Gram-negativas que tém sido usadas com sucesso na
formulacdo de vacinas contra patdégenos intracelulares e extracelulares devido a capacidade
de estimular resposta imune inata, mediada por células e humoral (BRUDAL et al., 2015).
Sabendo que a Francisella orientalis € um problema ndo resolvido para a industria da
aquicultura, o uso de vacinas de OMV se apresenta como uma das alternativas para tratar
essa doenca (BRUDAL et al., 2015).

Desta forma, por tratar-se de uma bactéria endémica na tilapicultura brasileira com

poucas opc¢oes de tratamento e de dificil diagnostico, sua prevencéo é essencial para reduzir

0s surtos de morbidade e mortalidade, principalmente nos meses mais frios do ano.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar se a suplementa¢do alimentar com B-glucano

influencia na sobrevivéncia da tilapia-do-Nilo desafiada com Francisella orientalis.

4. MATERIAL E METODOS

O protocolo utilizado neste experimento esta de acordo com as diretrizes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP
(protocolo nimero 2351/21).

4.1 Animais e condigdes experimentais

Foram utilizados 240 juvenis de tilapia-do-Nilo (91.41 £ 7.6 g) distribuidos em doze
tanques (250 L, 20 peixes por tanque) com aeracdo e fluxo continuo de dgua. Durante o
periodo experimental, a temperatura da agua (28,3 + 0,2°C), pH (7,5 + 0.03), oxigénio
dissolvido (5,02 £ 0,1 mg L-1) foram monitorados e mantidos dentro do recomendado para

o conforto e bem-estar da tilapia.

4.2 Bactéria e condicdes de crescimento

A cepa (Francisella orientalis) foi obtida da colecdo de cepas do Laboratério de
Sanidade Aquicola (PREVET, Jaboticabal/SP.), a qual foi isolada de tilapia-do-Nilo
produzidas na regido de Santa Fé do Sul, SP. Para o crescimento da bactéria, esta foi semeada
em placas de &gar enriquecido com cisteina a 24°C por 72 h. Ap0s este periodo, col6nias
tipicas foram transferidas para caldo BHI e incubadas sob a mesma temperatura.

4.3 Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com dois niveis de
suplementacdo (1 g kg -1 (T1, 0,1%) e 3 g kg -1 (T2, 0,3%)) de B-glucano (Macrogard®
Lote QT19120, > 60%, Biorigin, Brasil) e uma dieta controle (sem adigdo de B-glucano) e
quatro repeticBes. Apos 15 dias de aclimatacdo, os peixes (n=20 cada) comecaram a ser
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alimentados com as dietas experimentais (1,5% do peso vivo) parcelada em duas vezes ao
dia (9h00 e 17h00), por um periodo de 30 dias.

Para ajuste da concentracdo bacteriana utilizada no desafio apds o periodo de
crescimento, o caldo contendo a bacteéria foi centrifugado a 4°C, 1.400 g, para a formagé&o do
pellet bacteriano. O sobrenadante foi descartado e em seguida adicionado PBS, o pellet
ressuspendido e centrifugado novamente. Este processo repetiu-se duas vezes e por ultimo
foi adicionado PBS para ajuste da concentracdo por absorbancia a 600 nm, em
espectrofotémetro (UNICO). A solucéo foi ajustada para a densidade Optica de 0,775. Para
confirmar a concentracdo bacteriana utilizada no desafio foi feita diluicdo seriada fator 10
em PBS e 100uL de cada diluicdo foi inoculado em &gar enriquecido com cisteina e

hemoglobina e incubado a 24°C por 72 horas.

Duas caixas contendo peixes do grupo controle (C) e quatro caixas contendo peixes
dos grupos T1 e T2 foram inoculados intracelomicamente com 0,1 mL de suspensao
bacteriana de F. orientalis na dose pré-estabelecida em DL50% (1,95 x 109 UFC.mL-1). As
outras duas caixas do grupo controle foram inoculadas com 0,1 mL de tampdo fosfato-salino
(PBS), denominado como CO.

Apds a inoculacdo da bactéria, alteracdes do comportamento, sinais clinicos e a
mortalidade foram registradas diariamente durante 15 dias para determinacdo da taxa de

sobrevivéncia, e a mortalidade acumulativa de cada tratamento avaliado.

4.4 Preparo da dieta experimental

O B-glucano foi adicionado a dieta experimental com 58 mL de carboximetilcelulosa
(CMC) (3g/L) nos niveis de incluséo de 1 g kg-1 e 3 g kg-1 e o controle ndo recebeu o
aditivo. A dieta base para todo o periodo experimental foi uma ragdo comercial (320g/Kg de
proteina bruta, 50g9/Kg de extrato etéreo, 100g/Kg de fibra bruta, 140g/Kg de matéria
mineral, 15g/Kg de calcio (minimo), 30g/Kg de calcio (méaximo), 2,7g9/Kg de fosforo,
120g/Kg de umidade, 0,2g9/Kg de vitamina C) especifica para peixes onivoros (Laguna —
Socil, ADM).
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4.5 Analise estatistica

As curvas de sobrevivéncia foram avaliadas pelos testes de Kaplan-Meier, expressos

em forma de média + desvio padrao.

5. RESULTADOS

5.1 Desafio bacteriano

Quatro dias apo6s a inoculacdo de Francisella orientalis, os peixes do grupo C e dos
tratamentos T1 e T2 (suplementados com os dois niveis de B-glucano) apresentaram letargia.
Sete dias ap6s o desafio bacteriano foi constatada natacdo erratica, anorexia, letargia nos
peixes dos tratamentos C, T1 e T2, e também perda de escamas. A necropsia realizada nos
peixes mortos sete dias apos a inoculacdo da bactéria mostrou esplenomegalia nos peixes
dos tratamentos C, T1 e T2. Observou-se escurecimento da pele, lesbes nas nadadeiras,
opacidade ocular e vesicula biliar dilatada nos peixes dos tratamentos C, T1 e T2 dez dias
apos a inoculacgdo da bactéria.

5.2 Sobrevivéncia apds o desafio com a bactéria Francisella orientalis

Nos peixes dos tratamentos C, T1 e T2 as primeiras mortalidades ocorreram dois dias
apos a inoculacdo da bactéria. N&o foi registrada mortalidade no grupo CO nos 15 dias de
observacdo. No grupo controle (C) e nos peixes do T1, o nimero maximo de mortes foi
atingido no dia terceiro dia ap6s infeccdo. Nos peixes do tratamento T2, 0 nimero maximo
de mortes foi atingido 15 dias ap0s a infec¢do. A mortalidade dos trés tratamentos cessou 15

dias apds o desafio.

Os resultados demostraram que o tratamento T2 (suplementacio com 3 g kg de B-
glucano) influenciou (P=<0,001) a sobrevivéncia das tilapias apds o desafio bacteriano com
Francisella orientalis (Figura 1). O grupo controle ndo inoculado (C0) ndo apresentou
mortalidade. A confirmag&o da morte pela bactéria foi realizada através do reisolamento da

bacteria dos rins dos peixes apos o sétimo dia de inoculagao.
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade (%) em tilapia-do-Nilo alimentadas com duas doses
de B-glucano (1 g kg™te 3 g kg?) e desafiadas Francisella orientalis.
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6. DISCUSSAO

Embora muitos estudos tenham demonstrado os efeitos benéficos do uso de -
glucano na saude dos peixes (DALMO e BAGWALD, 2008; VETVICKA et al., 2013;
SIRIMANAPONG et al., 2015; JUNG-SCHROERS et al., 2016; PILARSKI et al., 2017;
ZHANG et al., 2019), os autores ndo encontraram dados sobre 0 seu uso em peixes com

franciselose, uma doenca emergente na aquicultura mundial.

Neste estudo foram incorporadas duas doses de B-glucano na dieta de tilapias que
apos 30 dias de alimentacdo foram desafiadas com Francisella orientalis. Pode-se observar
que os peixes alimentados com ragdo suplementada com 3 g kg? de B-glucano tiveram
sobrevivéncia maior que o0s peixes do grupo T1 e controle. Resultados semelhantes
mostraram que o B-glucano aumentou a resisténcia frente a bactérias Aeromonas hydrophila
(HOSSENY etal., 2018; LU et al., 2019; SHERIF e MAHFOUZ, 2019), Streptococcus iniae
(YAMAMOTO et al., 2018), e Streptococcus agalactiae (PILARSKI et al., 2017) em

tilapias.

O uso PB-glucano também pode ser benéfico em combinagdo com outros
imunostimulantes. DAWOOD et al., (2020) demostraram que a suplementagéo oral de B-
glucano em combinagdo com Lactobacillus plantarum, influenciou a resisténcia de tilapia-
do-Nilo a Aeromonas hydrophila. Nesse estudo, essa resisténcia foi atribuida ao aumento da
imunidade como resultado do uso de ambos suplementos (DAWOOD et al., 2020).
Similarmente, o uso de B-glucano em combinagdo com mananoligosacarideos (MOS) para
tilapia-do-Nilo e em outras espécies como pacu (Piaractus mesopotamicus) e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) foi eficiente em aumentar a resisténcia dos peixes frente a bactérias
como Lactococcus garvieae, Aeromonas hydrophila e Yersinia ruckeri (SELIM et al., 2015;
ABU-ELALA, et al., 2018; SOARES et al., 2018).

O uso de PB-glucano na dieta pode inibir a invasdo e aderéncia de patdégenos no
intestino de peixes de forma eficaz, além de aumentar a contagem de leucdcitos do sangue,
as respostas imunes nado especificas, a expressao de genes relacionados ao sistema imune, 0

que indica que o uso exclusivo ou em combina¢do com outros imunostimulantes podem
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fornecer efeitos sinérgicos no sistema imunolégico dos peixes (SELIM et al., 2015; ABU-
ELALA, etal., 2018; SOARES et al., 2018; CHING et al., 2020).

Neste estudo nao foram observados granulomas nos 6rgéos parenguimatosos como
rim, bago ou figado como ja foi reportado em outros casos de franciselose em tilapias (SOTO
et al., 2009; BIRKBECK et al., 2011). Isso pode ter ocorrido devido a alta temperatura da
agua durante todo o periodo experimental (28,3 £ 0,2°C), pois em temperatura da dgua de
até 30°C ndo foi possivel a observacgéo de alteracdes nos principais 6rgaos da tilapias apds
desafio com Francisella (SOTO et al., 2012).

As tilapias desafiadas com F. orientalis mostraram esplenomegalia na necrdpsia,
sugerindo a ocorréncia de um processo infeccioso. OLSEN et al., (2006) descreveram
similarmente o aumento do bago em bacalhau do atlantico (Gadus morhua) infectado com
franciselose.

7. CONCLUSAO

A suplementacdo alimentar com 3 g kg?! de pB-glucano proporcionou maior

sobrevivéncia em juvenis de tilapia apés infeccdo com Francisella orientalis.
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