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RESUMO 

 
 

A produção de peixes está crescendo mais a cada ano e com isso surgem problemas 
com estresse causados pela qualidade da água e resistência a microrganismos. 
Substâncias bioativas podem influenciar nas respostas do sistema imune de peixes, 
nos últimos anos o β-glucano está sendoestudado por modular parâmetros imunes, 
ampliando a resistência contra enfermidades. Assim,o experimento buscou avaliar se 
a suplementação na dieta com β-glucano juntamente com a vacinação potencializa o 
efeito prolongado da resposta imune de tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus)frente a 
um desafio imunológico com bactéria de S. agalactiae inativada nos genes das 
interleucina 1 beta (IL-1β), interleucina 6 (IL-6),interleucina 10 (IL-10), fator de necrose 
tumoral (TNF-α),  imunoglobulina M (IgM), proteínas de choque térmico de 70 
kilodaltons (Hsp70), lisozima (Lys) e C3 do complemento em baço e em rim cranial.. 
O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado com 11 
tratamentos, em três tempos de amostragem (15, 30 dias após a vacinação e 15 dias 
após o desafio). Ao final dos 15 dias de alimentação houve a vacinação comercial 
contra S. agalactiae nos peixes do tratamento 3 e 4. Além da vacinação, no grupo 3 
houve a alteração da dieta controle para a dieta com β-glucano. Ao final dos 30 dias 
depois da vacinação, todos os peixes de todos os tratamentos foram desafiados 
combactéria de S. agalactiae inativada. Os resultados mostraram que,a dieta com β-
glucano associado com à vacinação e ao desafio com microrganismos S. agalactiae 
inativados, mostraram ter grande eficiência na expressão dos genes no rim cranial 
principalmente nas citocinas e também a IgM no baço. Observou-se que os genes 
obtiveram sua expressão mais alta após os 30 dias de vacinação e quase todos os 
genes foram expressos em maior quantidade no rim cranial do que no baço, com 
exceção do IgM que teve sua maior expressão no baço. Portanto, pode-se afirmar que 
o β-glucano tem potencial adjuvante para vacina contra S. agalactiae, podendo atuar 
no controle e na prevenção de estreptococoses. 

 
 

Palavras chaves: Peixe, imunidade, vacinação e desafio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The production of exotic fish is increasing more each year and with that comes along 
problems like stress due to density, water quality and resistance to microorganisms. 
Since bio-active substances can influence the responses of the immune system of fish, 
in recent years β-glucan has been extensively studied for modulating immune 
parameters, increasing resistance against diseases. Therefore, the experiment 
expected to see if the supplementation in the diet with β-glucan together with 
vaccination enhances the prolonged effect of the immune response in the face of a 
challenge with inactivated S. agalactiae bacteriafacing an immunological challenge 
with inactivated S. agalactiae bacteria in the genes of interleukin 1 beta (IL-1β), 
interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10), necrosis factor tumor (TNF-α), 
immunoglobulin M (IgM), 70 kilodalton heat shock proteins (Hsp70), lysozyme (Lys) 
and complement C3 in spleen and cranial kidney.The experiment was carried out in a 
completely randomized design with 11 treatments, in three feeding times (15, 30 days 
after vaccination and 15 days after the challenge). At the end of the 15 days of feeding, 
there was a commercial vaccination against S. agalactiae in fish from treatment 3 and 
4. In addition to vaccination, in group 3 there was a change from the control diet to the 
β-glucan diet. At the end of 30 days after vaccination, all fish from all treatments were 
challenged with inactivated S. agalactiae bacteria. The results showed that, the β-
glucan diet associated with vaccination and the challenge with inactivated S. 
agalactiae microorganisms, showed to be highly efficient in the expression of genes in 
the cranial kidney, mainly in cytokines and also in the spleen IgM. It was possible to 
observe that the genes obtained their highest expression after the 30 days of 
vaccination and almost all genes were expressed in greater quantity in the cranial 
kidney than in the spleen, with the exception of IgM which had its greatest expression 
in the spleen. Therefore, it can be said that β-glucan may have adjuvant potential for 
vaccine against S. agalatiea, being able to act in the control and prevention of 
streptococci. 
 

 

Key words: fish, immunity, vaccination and challenge. 
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1 INTRODUÇÃO 

O Brasil possui uma ampla área territorial que favorece diversas atividades do 

agronegócio, entre elas, a aquicultura está desenvolvendo um cenário promissor para 

a economia do país (VALLADÃO et al., 2018). A produção de peixe está tornando o 

acesso ao pescado mais fácil para o consumidor, dessa forma, o objetivo da 

aquicultura é maximizar a eficiência e melhorar a rentabilidade da produção (GARCIA, 

2008; VALLADÃO et al., 2018). 

Uma das espécies mais produzidas no mundo é a Oreochromis niloticus, da 

família Ciclideos, popularmente conhecida como tilápia- do- Nilo, pois são naturais dos 

rios Nilo, Niger e Tchade (CAVALCANTE, 2015). 

Embora a tilápia-doNilo não seja um animal nativo, é a espécie de peixe mais 

produzido no país, devido suas fortes características zootécnicas como: alta taxa de 

reprodução, são onívoras e possuem fácil adaptação em uma diversas condições de 

ambientes (ZHANG et al., 2019). 

O Brasil está entre os 5 maiores produtores de tilápia do mundo ficando atrás 

somente da China, Indonésia e Egito, sendo o Paraná e São Paulo são os estados 

que mais produzem a espécie (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE PISCICULTURA, 

2014). 

Com a intensificação da produção houve aparecimento de diversas 

enfermidades, como bactérias, fungos, vírus e parasitas que podem causar um 

enorme prejuízo econômico (ZHANG et al., 2019). Além desse problema, há também 

impactos negativos no ambiente, como acúmulo de resíduos e resistência bacteriana; 

devido ao uso inadequado de quimioterápicos e antimicrobianos (BILLER-

TAKAHASHI et al, 2014; GATLIN et al., 2006).  

No Brasil, as altas temperaturas no verãopropiciam aumento da ocorrência de 

bacteriose oportunistas, como: Streptococcus spp., Aeromoças spp. e Enterococcus 

spp. em diversas regiões do país prejudicando a produção dos peixes (GARCIA, 2008; 

SEBASTIÃO et al.,2015). 

A estreptococose já causou perdas de milhões de dólares e são a maior 

causadora de mortalidade de tilápia no mundo. Essa pode ser causada por 

Streptococcus inaiae, Streptococcus parauberis e Streptococcus difficilis. Porém a 

Streptococcus agalactiae é a que mais causas prejuízos econômicas em fazendas de 

tilápia no Brasil (SEBASTIÃO et al.,2015) 
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Entretanto os surtos de streptococcus spp estão presentes em diversas partes 

do mundo, como Israel, Japão, Estados Unidos e Brasil e tem sido descritos tanto em 

espécies de água doce quanto marinho (WHITTINGTON et al., 2005). 

As Streptococoses estão presentes em espécies como: Trachinotus ovatus, 

Colossoma macropomum, Brevoortia patronus, Sparus auratus, Dasyatis sp e Mugil 

cephalus (FIGUEIREDO et al., 2006) 

É relatado dificuldade para tratar doenças com antibióticos por diversos fatores, 

tais como: dificuldade em fazer a dosagem do antibiótico na ração, perda de apetite 

de peixes que estão doentes e eliminação somente dos sinais clínicos da doença 

(LEIRA et al., 2017).  

Para ajudar na prevenção de algumas doenças, foram desenvolvidas vacinas 

para proteger os peixes, porém seus efeitos são modestos e possuem algumas 

desvantagens como: as propriedades do antígeno de superfície são facilmente 

alteradas e algumas vacinas de subunidades precisam de reforços (ZHANG et al., 

2017).  

Nesse contexto, há uma busca contínua sobre substituir o uso de substâncias 

sintéticas e potencializar a atuação das vacinas através de materiais bioativos naturais 

capazes de influenciar na resposta imunológica e no desempenho produtivo dos 

peixes (GARCIA, 2008). 

Uma estratégia éde promover a imunomodulação com uso de suplementos 

alimentares, tais como vitaminas, minerais, prebióticos, probióticos e 

imunoestimulantes (GARCIA, 2008) 

Alguns exemplos de utilização de suplementos alimentares são vitamina E eC 

que mostraram ser eficientes no aumento da migração de células de defesa para a 

bexiga natatória, após as tilápias serem desafiadas (MARTINS et al., 2012). 

O levamisol que é um anti-helmíntico também é citado na literatura como um 

suplemento da dieta que modula o sistema imune do pacu, mostrando resultados 

positivos em alterações nos parâmetros imunológicos e hematológico BILLER-

TAKAHASHI et al, 2014). 

Dentre os imunoestimulantes mais estudados está o β-glucano por estimular o 

sistema imune não específico dos peixes, promovendo uma ação pluripotente, pois 

há estudos evidenciando ações imunomoduladora, anti-infecciosa e anti-inflamatórias 

do produto, e que também tem capacidade de aumentar as concentrações de 
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anticorpos e estimular a atividade dos macrófagos (CASTRO eta.l,2002; 

WHITTINGTON et al.,2005).  

Além disso, os imunoestimulantes conseguem influenciar a produção de 

citocinas que são proteínas reguladoras do sistema imunológico e que estão 

envolvidas no sistema endócrino. 

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do β-glucano em 

tilápias vacinadas e desafiadas com Streptococcus agalactiae inativada sobre a 

imunidade, pela-expressão de genes do sistema imune. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Modelo Biológico 

As tilápias-do-nilo são originárias do continente africano e Oriente Médio; e foram 

introduzidas há mais de 40 anos no Brasil (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). Essa 

espécie é considerada cosmopolita devido as características zootécnicas que 

favorecem sua adaptação em diferentes partes do mundo, pois apresenta fácil 

reprodução, são onívoras e se adaptam bem a altas temperaturas e salinidade 

(VICENTE et al., 2014).  

Elas apresentam carne branca com excelente qualidade no filé que favorece sua 

aceitação no mercado e não apresentam espinhos em formato de “Y”. Essa qualidade 

está associada ao fato da tilápia-do-nilo se adaptar a qualquer dieta e quando são 

submetidas a dietas artificiais desde seu estágio larval crescem saudáveis, 

proporcionando filés de ótima qualidade. (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004). 

Outro fator que facilita sua criação é a adaptação ao sistema de produção em 

tanques-redes, que tem como característica a renovação de água, removendo os 

metabólitos produzidos pela tilápia, aumentando o desempenho e adaptação em 

sistemas intensivos de produção (VICENTE et al., 2014). 

As tilápias-do-Nilo têm alta capacidade de reprodução e sua maturidade sexual 

é atingida entre o 3º e o 4º mês. Elas apresentam crescimento acelerado quando 

submetidas a criação intensiva (VICENTE et al., 2014). 

A produção de tilápia-do-nilo é a que mais cresce no mundo, é a segunda 

espécie mais cultivada no mundo e a primeira no Brasil, ficando atrás somente do 

Chile na américa do sul (VICENTE et al., 2014). 

O Ceará é considerado o principal consumidor de tilápias no Brasil e no mercado 

exterior os Estados Unidos e a Espanha são os maiores consumidores da produção 

brasileira.Essa comercialização internacional ocorre na forma de filés congelados ou 

o peixe inteiro congelado (CANAL RURAL, 2018). 

Além disso, ainda é exportada a pele da tilápia-do-nilo que é rica em colágeno e 

que é utilizada tanto na indústria farmacêutica quanto alimentícia (CANAL RURAL, 

2018). 
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A produção desse peixe movimenta a indústria de alimentos, serviços e 

medicamentos, devido a sua importância e distribuição pelo país, e a espécie foi eleita 

como modelo biológico do presente estudo para avaliar os efeitos imunoestimulantes 

do β-glucano (AZEVEDO-SANTOS, 2011). 

 

2.2 Enfermidades Comuns Presentes Na Piscicultura 

Em 1939 houve o primeiro relato sobre a bactéria gram - positiva intracelular e 

que continua sendo um importante agente oportunista, reconhecida como principal 

causa de zoonose.  Além do homem, ela também possui uma variedade de 

hospedeiros, como cão, gatos, peixes, sendo a tilápia a mais sensível entre eles. Por 

isso, diversas fazendas têm sofrido com surtos contínuos de infecção por esse agente, 

gerando perdas econômicas (XIAO-LI et al., 2019; ZHU et al. 2017). 

Os microorganismos podem ser primários, quando possuem a capacidade de 

causar a doença em qualquer situação, e podem ser oportunistas, quando não 

provocam doenças em situações favoráveis (GALLINI, 2019). 

A S. agalactiae está presente em várias culturas de peixes, como Schizothorax 

prenanti, Aristichthys nobilis, Francisella tularensis,Trachinotus ovatus que é a doença 

mais presente na China (ZHANG et al., 2019). 

Além da infecção por S. agalactiae, a indústria produtora de tilápia sofre com 

mais dois patógenos, Aeromonas hydrophila e a Flavobacterium columnare. Estes são 

geralmente conhecidos por infectar tilápias no primeiro mês após a mudança para 

tanques naturais ou cultura em gaiolas (AMPHAN et al., 2019). 

Animais infectados por S. Agalactiae apresentam sintomas, como anorexia, 

natação em espiral, opacidade da córnea, devido a invasão desse agente no cérebro, 

fígado, baço e rim (XIAO-LI et al., 2019; WANG, 2016). 

Atualmente estudos realizados transcriptoma estão sendo utilizados em tilápias-

do-nilo com infecção por S. agalactiae para buscar mudanças de transcrição de genes 

que ocorrem após a infecção no baço e no rim (XIAO-LI et al., 2019). 

Após a infecção desse agente, muito genes relacionados com o sistema imune 

já foram encontrados, mostrando uma importante resposta imunológica da tilápia no 

estágio inicial da infecção por S. agalactiae (XIAO-LI et al., 2019).  
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Devido a sua importância mundial utilizamos a infecção por Streptococcus 

agalactiae em tilápias-do-nilo que foram vacinadas, para averiguar se mesmo 

imunizadas a infecção por esse agente influenciaa expressão de genes ligado ao 

sistema imune. 

 

2.3 Sistema Imune Dos Peixes 

 

O sistema imune é um mecanismo biológico de defesa que atua na proteção do 

organismo contra microrganismos, toxinas ou células malignas. Sua forma de atuação 

pode ser divido em inato ou não específico e específico ou adquirido, que atuam 

conjuntamente para destruir invasores e para gerar processos de memória 

imunológica (BAYNE; GERWICK, 2001; SOUZA et al.,2019). 

A função do sistema imune inata é direcionada contra microrganismos e material 

genético estranho de forma inespecífica, diferente do sistema imune adquirido que 

ataca antígenos de forma específica, presente em microrganismos, produzindo 

linfócitos T e anticorpos (BILLER-TAKAHASHI et al, 2014). Quando o organismo 

produz resposta contra agentes infecciosos virais, fúngicos, parasitários ou 

bacteriano, as chances desse agente invadir e se instalar nesse organismo são muito 

menores (ELLIS, 2001). 

 

2.4 Sistema Imune Inato Ou Não Específico 

 

O sistema inato é a primeira defesa que o organismo possui, inclui a barreira 

física da pele e do muco; bem como os componentes celular e humoral (ABREU, 2007; 

SOUZA et al.,2019). Além dessa primeira barreira, existem vários componentes do 

sistema imune que estão presentes no organismo antes mesmo que tenha contato 

com o invasor, formando assim uma primeira barreira de defesa inata (ELLIS, 2001; 

SOUZA et al., 2019). 
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O sistema inato tem a função de reconhecer porções que são denominadas 

PAMPS (Pathogen associated molecular patterns) originadas de agente infecciosos 

ou microrganismos como peptidioglicanos, lipopolissacarídeos, DNA bacteriano ou 

RNA viral (VAN BEEK et al., 2006). O reconhecimento desses componentes não 

próprios do organismo é realizado por receptores denominados PRRs (Parttern 

recognition receptores), considerados moléculas chaves para emitir alerta do sistema 

imune frente a invasores (RAUTA et al., 2014). Quando há o reconhecimento entre os 

PRRS e PAMPS gera uma cascata de sinalização intercelular, estimulando a liberação 

de diversas citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas IL-1β, 12, 8, 

6 e interferons (IFN) (RAUTA et al., 2014). 

O sistema inato nos peixes é considerado mais efetivo quando comparado com 

outros vertebrados, por possui uma grande diversidade de genes que codificam os 

PRRs, devido ao fato de existir inúmeras células procarióticas e vírus no ambiente 

aquático, promovendo uma grande adaptação dos peixes (MAGNADOTTIR, 2006). 

Outra parte importante do sistema imune é a presença de células fagocíticas que 

desempenham um papel importante na regulação do sistema imune, pois elas 

trabalham conjuntamente com o sistema imune inato e o adquirido (ABREU, 2007). 

Existem duas vias de atuação do sistema imune inato: a imunidade humoral que 

é mediada por moléculas encontradas nos fluidos corpóreos como a lisozima, 

interferon, lectina e sistema complemento, entre outras, e a imunidade inata mediada 

por células que estão associadas as células do sistema imune (SHOEMARKER et al., 

2001).  

2.4.1 Barreiras de defesa 

 

O sistema inato conta com uma barreira física constituída pela pele e muco, 

formando a primeira linha de defesa contra patógenos. O muco é uma camada viscosa 

que recobre todo o tecido epitelial dos peixes (GUARDIOLA et al., 2017).Ele é formado 

por 95% de água e glicoproteínas conjugadas com oligossacarídeos, proporcionando 

grande adesividade impedindo que os invasores alcancem as células do epitélio 

(MESTECKYet al.,). A pele e o muco consistem também em uma barreira química, 

pois contém citocinas, glicoproteínas, lisozima, imunoglobulinas, proteínas do sistema 
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complemento e enzimas antimicrobianas com ações inibitórias de patógenos 

(URBINATI; CARNEIRO, 2004). 

 

2.4.2 Componentes do sistema inato humoral 

 

O sistema inato humoral atua através de diversos componentes solúveis nos 

fluidos corpóreos. O meio aquático possui uma infinita diversidade de agente virais, 

fúngicos e bacterianos, por esse motivo, os peixes desenvolveram mecanismos contra 

invasão bacteriana que incluem ativação do sistema complemento, da atividade da 

lisozima, citocinas e fagocitose (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). 

Existem também fatores de inibição de crescimento bacteriano que tem como 

função evitar a propagação da colônia, dentre eles as antiproteases, que são 

proteínas proteolíticas que atuam sobrebactérias que destroem os tecidos dos peixes, 

as lisinas, que são peptídeos antibacterianos que atacam as membranas dos 

patógenos (BILLER-TAKAHASHI et al, 2014). 

 

2.4.3 Sistema complemento 

 

Presente no plasma sanguíneo, o sistema complemento, tem papel fundamental 

no reconhecimento de bactérias e possui a função de lisar as células bacterianas 

aumentando a atividade fagocítica (ELLIS, 2001). O sistema complemento é composto 

por proteínas solúveis que realizam a inativação de toxinas liberadas por bactérias e 

atuam também na mediação do processo inflamatório e na fagocitose (SECOMBES; 

CHAPPELL,1996). 

A ativação do sistema complemento ocorre por três vias: via alternativa, via 

lectina e pela via clássica. A ativação do sistema complemento pelo via alternativa 

acontece através do arranjo do componente C3 na superfície do patógeno, já pela 

segunda via ocorre pela ligação de proteínas que se ligam à manose e pela via 

clássica o sistema é ativado pela ligação de imunoglobulinas com os antígenos que 
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podem ser fungos, bactérias e vírus (GALLANI, 2019; KREUTZ, 2017; SECOMBES; 

CHAPPELL,1996). 

O C3 é a forma ativa de vários genes e possui uma variedade de isoformas em 

peixes responsável pela diversidade imunológica. Para que ocorra o funcionamento 

das três vias, o gene C3 atua mediando a inflamação, atacando membranas de 

microorganismos, fazendo interações com superfície celular e proteínas estranhas  

(GALLINI, 2019). 

Além do complemento, o plasma conta com vários fatores que inibem o 

crescimento bacteriano, como a lisozima que ajuda diminuir a taxa de multiplicação 

de patógenos (ELLIS, 2001).  

2.4.4 Lisozima 

A lisozima é uma grande aliada do sistema de defesa não específico, devido a 

sua capacidade de promover proteção contra patógenos. Ela é uma enzima de origem 

leucocitária que é encontrada principalmente em locais mais suscetíveis à invasão 

bacteriana (SAURABH; SAHOO, 2008). 

É responsável por mediar a proteção dos peixes contra microorganismo, sendo 

ela um dos principais parâmetros utilizados para avaliar a atividade do sistema 

imunológico do peixe (GALLINI, 2019) 

Em consequência da origem leucocitária, a lisozima é encontrada em maior 

quantidade no rim cranial, trato digestório e baço devido à alta concentração de 

leucócitos presente nesses tecidos, que são somenteutilizados para análise de 

expressão gênica (ABREU, 2007; GALLANI, 2019). 

Ela está presente no muco, ovos, sangue e em vários tecidos onde existem 

leucócitos e sua principal atuação é sobre a parede de bactérias gram-positivas e 

negativas. (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). 

Existem algumas proteínas que podem estar em elevadas concentrações após 

a invasão de patógenos ou por algum trauma, tais como C3 do complemento, lisozima, 

lectina, entre outros. Esses componentes humorais são conhecidos como proteínas 

de fase aguda e são produzidas em sua maior parte pelo fígado (ABREU, 2007). 
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Ela possui ação tanto bactérias gram-positivas quanto negativas, é ativadora do 

sistema complemento, de fagócitos e tem ação opsonizante. Recentemente foi 

descrita uma nova ação da lisozima que seria ação anti-inflamatória que pode ser 

notada durante como pós-infecção. (GALLANI, 2019). 

Porém, a atividade da lisozima depende de algumas características do 

organismo, como idade, sexo, pH da água, nível do estresse e presença de 

imunoestimulantes (SAURABH; SAHOO, 2008). 

 

2.4.5 Imunidade inata mediada por células 

 

Além do sistema humoral, o sistema imune inato conta com as células de defesa 

orgânica, como os granulócitos, monócitos, macrófagos e células natural killer 

(ELLIS,1999). Os macrófagos têm a função fundamental de secreção de enzimas 

lisossomais, do complemento e protaglandinas (URBINATI; CARNEIRO, 2004). Além 

de atuar na fagocitose, os macrófagos também estão presentes no processamento e 

apresentação de antígenos aos linfócitos; e controlam os mecanismos de ação do 

sistema imune através da secreção de várias citocinas, como interleucina-1 e 

interferons (URBINATI; CARNEIRO, 2004). 

Em alguns casos, os microrganismos podem sobreviver a essa primeira barreira 

de defesa e invadir o organismo, causando respostas inflamatórias, atraindo fagócitos 

(macrófagos e neutrófilos) para destruir esse patógeno (URBINATI; CARNEIRO, 

2004). 

A inflamação é outra forma de resposta do sistema inato contra agentes 

infecciosos, mediada por compostos celulares e humorais. Após a detecção desses 

agentes, ocorre a migração de células de defesa através da dilatação dos capilares 

(MAGNADOTTIR, 2006). 
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2.5 Sistema Adquirido Ou Específico De Defesa 

 

O sistema específico encontra-se em todos os vertebrados com exceção dos 

peixes da classe Agnatha (HOLLAND; LAMBRIS, 2002). O sistema adquirido é capaz 

de reconhecer, reagir e distinguir diversas substâncias, incluindo moléculas com muita 

semelhança, e gerar memória imunológica (ABBAS; LICHMAN 2004). Diferentemente 

do sistema imune inato, o sistema imune específico necessita da presença do 

antígeno para de sencadear reações que resultarão no aumento de anticorpos 

específicos para tais invasores, promovendo ainda memória imunológica 

(BERNSTEIN et al., 1998). 

Após o reconhecimento do agente invasor pelo sistema imune inato, algumas 

células apresentadoras de antígenos (CAA) conhecidas como macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos B transformam os invasores em partículas, desencadeando 

uma resposta imune (ABBAS; LICHMAN, 2004). 

O linfócito T reconhece o material antigênico somente na presença de 

componentes humorais específicos denominados de moléculas de 

histocompatiblidade. Essas moléculas contém um complexo de receptores 

glicoproteicos chamado de complexo de histocompatibilidade maior (MHC) (ABBAS; 

LICHMAN, 2004). As moléculas de MHC são divididas em classe I e II. As moléculas 

de classe I estimulam a apresentação de antígenos derivados de peptídeos 

endógenos (células tumorais ou agente intracelular) para os linfócitos e ligam-se as 

células T citotóxicas (glicoproteína CD8) (KLEIN et al., 2007) enquanto as moléculas 

de classe II promovem a apresentação de antígenos derivados de peptídeos 

exógenos (bactérias, vírus, parasitas e fungos) a estes linfócitos e ligam-se as células 

T auxiliadores (glicoproteínas CD4) (KLEIN et al., 2007). 

As respostas do organismo frente a um patógeno são influenciadas pela ligação 

e apresentação do antígeno para as células, pois as moléculas do MHC não 

apresentam especificidade, sendo assim, cada molécula do complexo pode ligar-se 

com vários tipos de antígenos (KLEIN et al., 2007). Depois do reconhecimento, são 

liberadas citocinas que atuam ativando outras células, tais como macrófagos, 

linfócitos B e outras células fazem a eliminação do microrganismo através da 

fagocitose (ELLIS, 2001). 
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Na busca da preservação da vida, sistema imune inato e o específico trabalham 

de forma conjunta frente ao um organismo invasor (SECOMBES; CHAPPELL, 1996). 

As células T possuem a função de ativar células de defesas como linfócitos B, 

linfócitos citotóxicos e macrófagos, através da liberação de citocina no organismo. 

Depois de ativados, os linfócitos B produzem anticorpos que ligam-se ao 

microrganismo, iniciando assim a fagocitose, promovendo a neutralização e 

opsonização do agente (ROBl et al., 2003). A ativação dessas células demostra que 

os sistemas inato e específico atuam simultaneamente ou isoladamente frente à 

ameaça de um invasor (GOLDSBY et al., 2002). 

 

2.6 Citocinas 

 

As citocinas são componentes essenciais na comunicação do sistema imune e 

regulação de respostas de defesa (AROSA e CARDOSO, 2012). Em peixes, o 

sequenciamento e análise de expressão gênica de citocinas são alvo de diversos 

estudos. São produzidas por leucócitos e liberadas no meio extracelular. Elas são 

divididas em famílias, tais como interferon (IFN) interleucinas (IL), quimiocinas, fatores 

de estimulação de colônias (CFS) e fator de necrose tumoral (TNF) (SAVANet al., 

2003). 

Entres as categorias, as interleucinas sobressaem entre as outras por suas 

caraterísticas imunorreguladoras, além de atuarem na supressão e estimulo do 

sistema imunológico (GALLANI, 2019). 

Dentre a literatura é possível encontrar inúmeras interleucinas descritas, só a 

família da IL-1 possui mais de 11 descritos em mamíferos. Em peixes, uma das mais 

conhecidas é IL-1β que é pró-inflamatória. Já na família da classe II das citocinas, 

encontramos a IL-10 que é um citocina anti-inflamatória. 

Os principais avanços sobre os genes de citocinas de peixe foram obtidos no 

baiacu e peixe-zebra, realizado pelo projeto “genônima comparativa” (XIAO-LIet al., 

2019). 
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Em resumo, as citocinas são produzidas após a invasão do patógeno e 

impulsionam sinais inflamatórios que regulam a estadia do residente e depois ativam 

fagócitos para destruir o patógeno (XIAO-LIet al., 2019). 

Algumas citocinas inflamatórias, como TNF-α (tumour Necrosis Factor-a), 

interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) são responsáveis em ativar celular T e B 

(VIZONI et. al., 2008; WEI et al., 2018). 

Algumas células de defesa, como macrófagos e células dendríticas liberam 

citocinas que ativam os fagócitos para realizarem sua função de fagocitar (ABREU, 

2007). Além disso, as citocinas estão envolvidas nos mecanismos de defesa contra a 

invasão bacteriana através do processo de inflamação, pois são liberadas pelo tecido 

lesado citocinas pró-inflamatórias e citocinas anti-inflamatórias, que atuam para 

diminuir o processo inflamatório. Elas também estão presentes na hematopoese, pois 

elas atuam como receptores fazendo todo o controle celular de proliferação, 

diferenciação, maturação e função (BILLER-TAKAHASHI, 2014) 

A IL-1β e a TNF-α são citocinas importantes para a manutenção da resposta do 

sistema imune, por isso vários estudos estão sendo feitos através de sua expressão 

para estudar as variações na resposta imune (DAWOOD et al., 2020). 

A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória que aumenta os efeitos antibacterianos 

nas células hospedeiras e também a fagocitose. A IL-10 é uma citocina anti-

inflamatória que é ativada para diminuir os efeitos da inflamação após a invasão no 

animal por algum patógeno (ABDELHAMID; ELSHOPAKEY, 2020). 

O estudo das interleucinas é algo bem complexo, pois existe uma variedade de 

interleucinas e cada uma com diversas funções e características gênicas, por esse 

motivo é importante estudar melhor as citocinas para entender melhor seu 

funcionamento. 

2.7 Genes Do Sistema Imune 

O crescimento da piscicultura tem gerado inúmeras pesquisas associadas a 

genética e a imunidade para aprimorar a produção de peixes. Estas buscam entender 

o mecanismo do sistema imune frente ao desafio de um patógeno, para tentar criar 

medias para mitigar a perca econômica (GALLANI, 2019). 
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Para tanto, alguns genes têm sido muito estudado devido sua importância para 

o funcionamento do sistema imune, dentre eles estão: lisozima, proteína chave do 

sistema complemento (C3 e C4), proteína de choque térmico 70kb (HSp70), 

interlucina 10 (IL-10), interleucina 6 (IL-6), interleucina 12 (IL-12), fator de necrose 

tumoral(TNF-α), interferon (IFN) (GALLANI, 2019). 

A interleucina 6 se destaca nos estudos gênicos devido sua função na regulação 

celular, diferenciação de células T e produção de imunoglobulinas. A TNF-α é bastante 

estudada por estar envolvida em inflamações sistêmicas e na regulação das células 

imunes (HONG et al., 2013; CHEN et al., 2012) Os TNFs possuem elevada atividade 

antiviral e são muito estudados em regiões que possuem o clima frio (ZOU; 

SECOMBES, 2011). 

A expressão do gene C3 é de extrema importância, pois ele tem a função de 

regulação das proteínas centrais do sistema complemento, sendo ele importante 

contra ação de microorganismos. O gene da lisozima atua tanto em infecções 

bacterianas quanto parasitárias (PENG et al., 2017; CARBALLO et al., 2017) 

A IL-10 é a principal citocina anti-inflamatória, que tem a função de limitar a 

inflamação através da regulação das células imunes, diferente da IL-1β que é uma 

citocina pró-inflamatória que permite a iniciação do processo inflamatório (KARAN et 

al., 2016) 

Para o presente estudo, oito genes incluindo citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias (IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL10), peptídeos antimicrobianos, tais como: 

lisozima (Lys), do sistema complemento C3, Hsp70 e um anticorpo IgM, foram 

escolhidos para serem avaliados se há influência da suplementação da dieta com o 

β-glucano na expressão dos genes no rim cranial e no baço de tilápias-do-Nilo. 

 

2.8 Anticorpos 

 

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) são expressas na membrana do linfócito 

B ou secretadas pelos plasmócitos (linfócitos B ativados) (GOLDSBYet al., 2002). 

Diferente dos mamíferos, nos peixes a imunoglobulina prevalente é a IgM que é uma 

proteína com sítios para reconhecimento do antígeno, mas também são encontradas 
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outras imunoglobulinas, tais como IgD, IgZ e a IgT (HIRONO et al., 2003; DANILOVA 

et al., 2005; HANSEN et al., 2005). Elas podem ser encontradas no soro, muco e no 

trato gastrointestinal (DAVIDSON et al., 1993). 

Durante o desenvolvimento da célula B, são formados os receptores antigênicos 

dos anticorpos, formando um rearranjo gênico ordenado, onde são selecionados de 

acordo com a afinidade de ligação ao antígeno, caso a afinidade seja baixa, as células 

morrem ou deixam células de memória (TIZARD, 2002). 

Os anticorpos estão presente no sistema digestório, brânquias e pele, lugares 

específicos para evitar a adesão de bactérias na superfície celular (ELLIS, 2001). 

Alguns sistemas dependem dos anticorpos para serem ativados, tais como o sistema 

de complemento que é ativado pela via clássica e promove a estruturação de 

proteínas na parede celular de patógenos, gerando danos nas membranas (ELLIS, 

2001). 

A quantidade de anticorpos presente no organismo pode variar de acordo com a 

espécie, maturidade sexual e idade, porém com a presença do antígeno, pela 

imunização artificial, motiva o aumento das concentrações dos anticorpos no soro 

(HORDVIK, 2002; ROSS et al., 1998). 

 

2.9 Tecidos E Órgãos Do Sistema Imune 

 

Diferente dos mamíferos, os peixes não possuem medula óssea, mas sim, 

tecidos que apresentam função imuno-endócrina que são responsáveis pelo sistema 

imunológico nos peixes, tais como, tecidos mieloides e linfoides, rim, timo e baço 

(PRESS; EVENSEN, 1999; ABREU, 2007).  

O rim é um dos órgãos essenciais para o sistema imune, desempenha papel 

fundamental nos peixes, e poderia ser comparado com a medula óssea nos 

mamíferos (MESEGUER et al., 1994), uma vez que a formação, maturação e 

diferenciação de células sanguíneas ocorrem nesse tecido. Além disso, são 

encontrados agregados de células reticulares, macrófagos e linfócitos, que estão 

relacionados à captura de antígeno e à memória imune (BRATTGJERD; EVENSEN, 

1996). No peixe adulto, a porção anterior do rim é a mais importante, pois há uma 



28 
 

grande concentração de células de defesa, onde acontece a produção e diferenciação 

das células, como de leucócitos, granulócitos, linfócitos B, monócitos e macrófagos 

(TORROBA; ZAPATA, 2003).  

Outro órgão importante no sistema imune é o baço, onde os antígenos 

permanecem retidos para o seu processamento e apresentação para o linfócito T 

(SOLEM, 2006). Esse órgão nos peixes assemelha aos mamíferos, pois nos 

mamíferos ele é dividido em polpa branca responsável pela hematopoese, e polpa 

vermelha pela fagocitose celular (PRESS; EVENSEN,1999). 

Na literatura, o baço nos peixes tem alta capacidade de produção de anticorpo 

e possui a função de armazená-los, mas também está relacionado com reativação de 

células B de memória em tilápias (ETO et al., 2018) 

O timo é um órgão duplo que está localizado atrás do opérculo sendo 

considerado um importante local para o desenvolvimento e maturação de linfócitos T, 

embora ocorra a involução desse órgão em peixes adultos, mas pode variar de acordo 

com a espécie (TORROBA; ZAPATA, 2003). 

O fígado tema função de produzir proteínas da resposta inflamatória e do sistema 

de complemento, apresentando assim as mesmas funções observadas em mamíferos 

(DALMO, 1997). Outra estrutura aliada aos tecidos linfoides são as mucosas do trato 

gastrointestinal, brânquias e pele. No muco produzido por esses tecidos existem 

diversos componentes do sistema inato de defesa como, lisozima, imunoglobulinas, 

proteínas do sistema complemento (DALMO, 1997). 

Abaixo na (Figura 1) pode-se observar todos os tecidos linfoides do peixe, os 

quais regulam o sistema imunológico. 

 

Figura1 - Tecidos linfoides dos peixes composto pelo timo, rim cranial ou cefálico, 

baço e epigastro. 
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Fonte: Tizard (2014). Adaptado por Rodrigues (2020). 

 

2.7 Células Inatas e Do Sistema Adquirido 

 

O rim, timo, baço e tecidos mieloides são responsáveis em produzir células de 

defesa do sistema imune inato (macrófagos, monócitos, eosinófilos, neutrófilos, 

células natural killer, fatores solúveis, tais como, lisozima, proteínas do sistema 

complemento, entre outros (CRUVIEL et al., 2010) e no sistema imune adquirido são 

responsáveis em produzir CAAS (macrófagos, células dendríticas, células natural 

killer e linfócitos T e B). 

No processo inflamatório os macrófagos potencializam a ativação de linfócitos e 

através da expressão de moléculas liberam citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-

6, IL-12, TNF-α e quimiocinas (CRUVIEL et al., 2010).Outras células que são 

importantes na defesa inespecífica são as células Natural Killer (NK), que têm papel 

fundamental no reconhecimento e rompimento de células infectadas por patógenos, e 

são responsáveis pelo recrutamento de neutrófilos, macrófagos, ativação de células 

dendríticas e linfócitos T e B (CRUVIEL et al., 2010). 

As células dendríticas são responsáveis por fazer uma ponte entre a imunidade 

inata e adaptativa, através da captura e apresentação de antígenos para os linfócitos, 

além de atuarem na inflamação e são decisivas para determinar a ativação e o tipo de 

imunidade mediada pelos linfócitos (CRUVIEL et al., 2010) 
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Os neutrófilos são leucócitos essenciais nos processos de inflamação e são 

ativados por estímulos, como contato bacterianos, quimiocinas e citoxinas. Além disso 

esses leucócitos possuem a função fagocitária e sobre degranulação, liberando 

grânulos no meio extracelular (CRUVIEL et al., 2010). 

Os monócitos são células imaturas que constituem até 8% dos leucócitos e que 

dão origem aos macrófagos. Eles são fagócitos que englobam, processando 

microrganismos e apresentam antígenos estimulando a resposta mediada por 

linfócitos (CRUVIEL et al., 2010). 

Os basófilos são leucócitos, que constituem cerca de menos de 1% dos 

leucócitos do sangue periférico e podem ser recrutados para sítios inflamatórios em 

conjunto com eosinófilos (CRUVIEL et al., 2010). 

Os eosinófilos são granulócitos importantes no processo de infecção parasitária 

e reações alérgicas por moléculas de adesão e quimiocinas. Quando ativados, 

induzem a inflamação e liberam os conteúdos dos grânulos que contém proteínas 

básicas, proteínas catiônicas, neurotoxina e peroxidase eosinofilica (CRUVIEL et al., 

2010). 

Os linfócitos B são produzidos pincipalmente pelo rim cranial e eles produzem 

até 50% de todas as células sanguíneas que pode variar de acordo com a espécie de 

peixe (HANSEN et al., 2005). 

Eles são responsáveis em expressar moléculas específicas nas suas 

membranas que são denominados anticorpos que podem se tornar células de 

memória ou se diferenciar em outro tipo celular, tais como plasmócitos células 

derivadas da maturação do linfócito B e que produzem imunoglobulinas (ZHAO et al., 

2008). 

Os linfócitos T são produzidos principalmente pelo timo e como o linfócito B, ao 

entrar em contato com o agente invasor, pode se diferenciar em células auxiliares, 

citotóxicas e de memória, sendo os de memória responsáveis em responder a uma 

segunda invasão. Eles têm papel fundamental nas respostas específicas por atuarem 

sobre macrófagos promovendo a produção de espécies reativas de oxigênio (TIZARD, 

2002). 

Os linfócitos T auxiliares contêm receptores para reconhecer antígenos 

específicos, porém isso só acontece quando esses antígenos são processados por 

células apresentadores de antígenos e ligados a um agente facilitador, no caso MHC 

de classe 2 (TIZARD, 2002). 



31 
 

Já os linfócitos T citotóxicos são responsáveis na defesa do sistema imune 

contra microrganismos intracelulares (bactérias e vírus) e células tumorais, através da 

apoptose para evitar disseminação do agente pelas células vizinhas (TIZARD, 2002), 

porém eles necessitam de facilitadores MHC de classe 1 para fazer o reconhecimento 

do antígeno para assim, promover a morte celular do invasor (GOLDSBY et al., 2002). 

Assim, existe uma relação do sistema inato com adquirido que é realizado pelas 

células de defesa do organismo (células dendríticas e macrófagos), que após a 

destruição, apresenta o agente invasor, com auxílio do MHC classe 2, para linfócito T, 

desencadeando uma resposta adquirida mediada por células (TIZARD, 2002). 

Os órgãos são do sistema circulatório para realizar suas funções, pois ele possui 

substâncias indispensáveis para que o organismo funcione num completo equilíbrio 

(RANZANI-PAIVA et al., 2013). Ele estende-se por todo o corpo do animal, irrigando 

todos os tecidos orgânico, com exceção do epitelial e cartilaginoso (PAIVA et al., 

2013). O sangue é um tecido líquido, móvel e que tem a função de transportar gases 

respiratório, nutrientes e regular a pressão osmótica, pH, temperatura e níveis de 

hormônio. Através dele, podemos obter informações fisiológicas e, bioquímicas sobre 

o estado do organismo (RANZANI-PAIVA et al., 2013). 

O sague é composto por células vermelhas, hemácias e hemoglobina, que são 

responsáveis pelas trocas gasosas no organismo. Através dele que é possível realizar 

análises dos parâmetros hematiméticos (CUESTA et al. 2002, ISPIR; DORUCU, 

2005). 

Além dos das células vermelhas, o sangue é composto por células brancas que 

são células do sistema imune, os leucócitos e trombócitos, que fazem a defesa desses 

organismos contra agente invasores (ANDERSON et al., 1992) 

Assim como qualquer outro vertebrado, nos peixes, a quantidade e a proporção 

das diferentes células no sangue evidenciam o estado fisiológico do organismo 

durante esse período de vida (RANZANI-PAIVA et al., 2013). 

Para assegurar a sobrevivência no ambiente aquático, os peixes desenvolveram 

inúmeras estratégias adaptativas para suportarem extremas variações de 

temperatura, pressão, pH e outros. Uma dessas adaptações é utilizar órgãos 

diferentes para produzir células sanguíneas, quando o órgão principal está afetado 

por alguma enfermidade (RANZANI-PAIVA et al., 2013). 

Variações nos elementos sanguíneos dependem de fatores endógenos como 

sexo, peso, comprimento, estado nutricional e doenças, bem como de fatores 
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externos, tais como: temperatura, ciclo sazonal, estresse, poluentes e entre outros. 

(RANZANI-PAIVA et al., 2013). 

Outro fato que também prejudica a piscicultura é a produção intensiva, já que 

devido ao manejo inadequado acaba gerando estresse, imunossuprimindo esses 

animal. Para tentar mitigar esse cenário as imunoestimulantes podem atuar sobre o 

sistema imune, potencializando a produção das células de defesa (SOUZA, 2010). 

 

2.8 β-Glucano 

 

Os β-glucanos são formados de polissacarídeos naturais que são elementos 

fundamentais da parede celular e que podem servir como armazenamento de energia 

em bactérias, fungos, leveduras, algas e plantas (STIER et al.,2014). 

São formados por monômeros de D-glicose e na maioria dos casos exibem uma 

espinha dorsal, com cadeira laterais de D-glicose que fazem ligações (1,3) – β ou (1,6) 

– β, que determinam sua efetividade como imunomoduladores, pois facilitam a 

estimulação dos mecanismos de defesa não específica dos animais (STIER et 

al.,2014; FIGUEIRAS et al.,1998). 

Os estudos dos β-glucanos tiveram início no século passado, quando 

observaram o efeito imunomodulador de uma fração insolúvel em leveduras. Depois 

desse acontecimento, foram encontrados não só efeitos na saúde de humanos, mas 

também em roedores, invertebrados e em peixes (NOVAK;VETVICKA, 2008). 

De acordo com estudos, os imunoestimulantes podem gerar respostas positivas 

mesmo quando utilizados isoladamente, aumentando a atividade de mecanismos de 

defesa não específicos, como potencialização das células fagocíticas ou 

potencialização das células citotóxicas (ANDERSON, 1992). 

Por esse e outros motivos, diversos produtos utilizando o β-glucano como base 

estão sendo desenvolvidos para aumentar a produtividade e a imunidade dos peixes 

presentes na produção (WHITTINGTON et al., 2005). 

Quando há alguma invasão por patógeno no organismo, os macrófagos 

processam o β-glucano em fragmentos menores que são capazes de ligar-se às 
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células por receptores O β-glucano tem a função de auxiliar na ativação de células 

imunes inatas, para uma resposta contra um estímulo indesejável (STIERet al.,2014). 

 Além disso, aumenta a concentração de proteínas líticas, como lisozima e as do 

sistema complemento (ESTEBAN et al., 2000). 

Ele pode ser administrado de diversas formas, tais como, por injeção, 

suplementado na dieta e até por imersão na água, sendo que os efeitos 

imunoestimulantes do β-glucano continuam semelhantes até mesmo em espécies 

diferentes (PETIT; WIEGERTJES, 2016). 

Quando administrado em dietas para animais, o β-glucano é considerado um 

PAMP (Pathogen associated molecular patterns), pois é reconhecido por receptores, 

fagocitado e processado por espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (GOODRIDGE 

et al., 2011). A fagocitose é um mecanismo essencial para a destruição de patógenos 

como também para o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

que são fundamentais na destruição de invasores (PETIT; WIEGERTJES, 2016). 

São usados também diversos vegetais que possuem açãos imunoestimuladora 

como: babosa (Aloe Barbadensis) linhaça (Linum usitatissimim), alho (Allium sativum), 

entre outros (RODRIGUES et al., 2020). 

As plantas, são atualmente fontes importantes para o tratamento de doenças em 

peixes, pois há grande disponibilidade, amplo potencial de ação, baixo custo e são 

biodegradáveis. (RODRIGUES et al., 2020). 

Por tanto, a utilização de imunoestimulantes na piscicultura é bastante 

importante para mitigar os efeitos de manejos que causam estresse nos animais, 

como transporte, transferência e vacinação. Além disso, também são indicados para 

usona larviculturas e alevinagem que são fases, nas quais o peixe fica mais suscetível 

a doenças (RODRIGUES et al., 2020; HARIKRISHMAN et al., 2011).  

O β-glucano se mostrou positivo na redução da concentração de cortisol, o que 

indica que a suplementação desse produto pode servir como redutor das respostas 

de estresse (GARCIA, 2004). 

A utilização de imunoestimulantes pode ser a longo prazo, de forma periódica ou 

a curto prazo, sendo a de curto prazo a mais indicada, pois quando o animal é exposto 

a longo prazo pode torná-lo tolerante ao composto, podendo até induzir 

imunossupressão (RODRIGUES et al., 2020)  

A administração dos imunoestimulantes na piscicultura pode ser por via oral, 

injeção ou imersão, sendo a injeção intraperitorial é a mais eficiente, porém a que mais 
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causa estresse. A mais utilizada é o método via oral que permite quase todos os 

peixes sejam tratados sem que haja outros efeitos prejudiciais (SHAKYA; LABH, 2014; 

PETIT e WIEGERTJES, 2016). 

Abaixo RODRIGUES et al.(2020) reportaram a utilização de quimioterápicos, 

vacinas e imunoestimulantes em comparação da eficiência espectro e duração 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Comparação entre quimioterápicos, vacinas e imunoestimulantes 

(RODRIGUES et al., 2020 adaptado de SAKAI, 199) 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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3 OBJETIVO 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do β-glucano em tilápia- do-

nilo vacinadas e desafiadas com Streptococcus agalactiaeinativadas sobre a 

imunidade, pela expressão de genes dasinterleucinas 1 beta (IL-1β), (IL-6), (IL-

10),fator de necrose tumoral (TNF-α), imunoglobulina M (IgM), proteínas de choque 

térmico de 70 kilodaltons(Hsp70), lisozima (Lys) e C3 do complemento em baço e em 

rim cranial.  

3.1 Objetivos Específicos 

 

(I) Avaliar se o β-glucano promove proteção mais duradoura, avaliada pelo 

desafio pós vacinação em tilápias; 

(II) Avaliar se há interação benéfica entre a administração do β-glucano e a 

vacinação em tilápias; 

(III) Avaliar se há efeito do β-glucano sobre a expressão de genes do sistema 

imune de tilápias; 

 

  



36 
 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Condições Do Biotério 

Foram utilizadas 24 caixas de polietileno, cobertas tampadas com telas 

impedindo escape dos peixes. O sistema de água era aberto com renovação diária e 

monitoramento regular da temperatura da água mantida à 26 ± 1ºC. Devido às 

disposições das caixas, foi preciso cobrir a janelas e fazer a instalação de luminárias 

para que todas as caixas tivessem acesso às 12h no período diurno e noturno. 

Foram utilizados termostatos para manter a temperatura constante de 26 ± 1ºC 

para que não houvesse influência no desempenho alimentar dos peixes. O oxigênio 

dissolvido e pH foram medidos pelo oximetro YSI PrODO 7,10 ± 0,5 mg e pH 7,5-7,8. 

 

4.2 Animais 

Para realizar o experimento foram utilizadas 432 tilápias–do-nilo juvenis, 

revertidas, provenientes de piscicultura da região de Santa Fé do Sul - SP, com o peso 

inicial médio de 80g. Os peixes foram distribuídosem24 caixas (18 peixes/caixa) e 

alimentados com dieta comercial durante o período de aclimatação que iniciou em 01 

de abril de 2020 e terminou no dia 21 de abril de 2020. Após o período de aclimatação, 

o experimento foi iniciado no dia 22 de abril e terminou 18 de junho de 2020. 

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no 

uso de animais, no dia 12/07/2018, registrada com o nº: 16/2018R1- CEUA). Seguindo 

as normas segundo a Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, que estabelece normas 

para criação e utilização de animais em atividades de ensino e pesquisa científica. 
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4.3 Dieta 

Para o experimento, foram confeccionadas duas dietas: Uma dieta controle (livre 

de β-glucano) e uma dieta experimental (0,1% de β-glucano), preparadas no Instituto 

de Pesca de São José do Rio Preto – SP e formuladas de acordo com as exigências 

da espécie (Tabela 2). 

As dietas foram feitas com alimentos pesados, pré-misturados e moídos em 

triturador tipo martelo com peneira de 0,8 mm, aos quais foram incluídos os 

suplementos minerais. Em seguida, foi incorporado na dieta experimental,0,1% de β-

glucano. A mistura foi umedecida com água a 50ºC e submetida ao processo de 

extrusão com matrizes de 2,5 mm e, posteriormente, seca em estufa de ventilação 

forçada por 12 horas a 55ºC, resultando em um produto com cerca de 10% de 

umidade.  

As dietas foram armazenadas em potes plásticos e conservados em geladeira 

durante todo o experimento.  

Os peixes foram alimentados durante 60 dias com as dietas experimentais 

balanceadas na proporção de 3% do peso corporal por dia. 
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Tabela 2 - Formulação da ração da dieta controle e com β-glucano 

 

Fonte:Elaborado Pela Autora. 

4.4 Delineamento Experimental 

 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 11 

tratamentos, descritos na Figura 3, e foi delineado para avaliar a associação entre a 

administração de β-glucano, vacinação e desafio com bacterina. Inicialmente peixes 

foram divididos em 2 grupos, Controle e β-glucano (12 caixas cada grupo), e 

receberam as respectivas dietas por 15 dias, e passaram por amostragem (1 peixe de 

cada caixa, n=12) Em seguida foram subdivididos em 4 grupos (6 caixas de cada 

grupo), 2 grupos passaram por vacinação (3 caixas do grupo controle e 3 do 

alimentado com β-glucano). Receberam mais 15 dias de alimentação controle ou 

suplementada com β-glucano e foram amostrados aos 45 dias de experimento (30 

dias após vacinação). Em seguida, peixes de todas as caixas passaram por desafio 

por bacterina de S. agalactiae, exceto 3 caixas do subgrupo controle (controle não 

vacinado e não desafiado). Foram realizadas amostragens em 3 tempos: 15 dias de 

experimento, 30 dias após vacinação e 15 dias após o desafio com bacterina deS. 

agalactiae.  
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Figura 3 - Cronograma do experimento para visualização dos grupos e 

tratamentos. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Tratamento 1:Alimentação com dieta controle durante 15dias seguida de 

amostragem 

Tratamento 2: Alimentação com β-glucano durante 15 dias seguida de 

amostragem. 

Tratamento 3: Alimentação com dieta controle durante 45 dias seguida de 

amostragem. 

Tratamento 4:Alimentação com dieta controle durante 45 dias, com 

imunização com vacina comercial (AquaVac® STREP SA, MSD) aos 15 dias de 

experimento, e amostragem aos 45 dias de experimento. 

Tratamento 5:  Alimentação por 30 dias com β-glucano e 15 dias com dieta 

controle e amostradas aos 45 dias. 

Tratamento 6: Alimentados por 30 dias com β-glucano e 15 dias com dieta 

controle, com imunização com vacina comercial (AquaVac® STREP SA, MSD) aos 15 

dias de experimento, e amostragem aos 45 dias de experimento. 

Tratamento 7: Alimentadas com dieta controle durante 60 dias seguida de 

amostragem. 

Delineamento experimental 
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Tratamento 8: Alimentadas com dieta controle durante 60 dias, seguido de 

desafio com S. agalactiae inativada aos 45 dias de experimento e amostragem aos 60 

dias. 

Tratamento 9: Alimentação com dieta controle durante 60 dias com imunização 

com vacina comercial (AquaVac® STREP SA, MSD) aos 15 dias de experimento, 

seguido do desafio com S. agalactiae inativada aos 45 dias de experimento, e 

amostradas aos 60 dias. 

Tratamento 10: Alimentação por 30 dias com β-glucano e 30 dias com dieta 

controle, seguido do desafio com S. agalactiae inativada aos 45 dias de experimento 

e amostragem aos 60 dias de experimento. 

Tratamento11: Alimentação por 30 dias β-glucano durante 30 dias e 30 dias 

com dieta controle, com imunização com vacina comercial (AquaVac® STREP SA, 

MSD) aos 15 dias de experimento, seguido do desafio com S. agalactiae inativada 

aos 45 dias e amostragem aos 60 dias. 

As amostragens foram realizadas aos 15 dias de alimentação, 30 dias após 

vacinação e 15 dias após o desafio com S. agalactiae inativada. Na figura 1 estão 

representados os tratamentos e cronograma de amostragens. 

Aos 15 dias foram amostrados 12 peixes (n=12) do tratamento que recebeu a 

dieta controle e 12 peixes alimentados com β-glucano, anestesiados em solução de 

óleo de cravo (1g 10L-¹ de água), individualmente pesados em balança digital semi-

analítica com precisão de 0,01g, medidos em ictiômetro para coleta de dados, e 

sacrificados para retirada do rim cranial e o baço para avaliação da expressão dos 

genes IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-10, HSP70, IgM, C3 e Lys por qPCR RealTime. 

Após a primeira coleta, os peixes dos tratamentos 4 e 5 foram imunizados com 

vacina comercial (AquaVac® STREP SA, MSD, São Paulo, Brasil) através de injeção 

intraperitorial. Após 30 dias da imunização, foi realizada a segunda coleta, como 

descrito acima, e em seguida foi realizado o desafio com S. agalactiae inativada nos 

tratamentos 8, 9, 10 e 11.  

Após 15 dias do desafio, foi realizada a última coleta, como descrito acima, de 

12 peixes por tratamento para avaliação das análises citadas. O rim cranial e o baço 

foram armazenados em freezer -80ºC até a realização das análises. 
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4.3 Realização do desafio com S. agalactiae inativada (bacterina) 

 

Para a fase final do experimento, foi desenvolvido um protocolo de desafio 

microbiológico com S. agalactiae pelo Laboratório de Imunologia Animal –(LIA)- 

UNESP Dracena, SP. As bactérias foram adquiridas do Laboratório de Microbiologia 

e Parasitologia de Organismos Aquáticos do Centro de Aquicultura da UNESP 

(LAPOA-CAUNESP), cujas cepas foram isoladas e identificadas em peixes a partir de 

sinais clínicos do animal doente.  

O peixe moribundo passou por assepsia com álcool 70% para coletar o rim 

cranial e cérebro. Os tecidos foram incubados por 24-48h à 28ºC e semeados em 

placas de cultura contendo ágar BHI apropriado para isolar a bactéria e caracterizado 

morfologicamente com coloração gram. Foi realizada análise molecular para 

identificação da espécie e o teste de sensibilidade microbiana para achar a 

concentração mínima inibitória e mínima bactericida 

Na Faculdade de Ciências Agrárias e Tecnológicas (FCAT), campus de Dracena 

- SP, o crescimento das bactérias foi realizado em garrafas com meio de cultivo BHI. 

A bactéria foi inoculado 3 vezes com alça de semeamento e deixadas em estufa à 

28ºC entre 24 e 48h; Em seguida, foi medida a densidade ótica do meio de cultivo à 

625nm. Alíquotas desse meio de cultivo foram conservadas por congelamento, nas 

quais foram adicionados 1:1 500µL de glicerol estéril e 500µL de meio de cultivo com 

bactérias em alta DO e foram congelados a -20ºC por 30 minutos antes de armazenar 

a -80ºC. Essas cepas estão na FCAT e poderão ser utilizadas em estudos futuros. 

Para a realização do desafio, utilizou-se as bactérias que cresceram em meio de 

cultivo BHI, em densidade ótica alta, em torno de 2 (Leitura em 625nm) que passaram 

por inativação. A inativação das bactérias foi feita por aquecimento em garrafa em 

banho maria à 50 ºC por 30 min e em seguida, lavadas com PBS 1x e ajustada a OD 

para 0,37, que representa a DL50 em uma concentração de 1,3 x 108 UFC/mL-¹, 

determinado previamente por estudo realizados pelo LAPOA.  

Entretanto para verificação da concentração utilizada, foi realizado 

plaqueamento do meio de cultivo para contagem das UFCs utilizadas. Para isso, o 

meio de cultivo utilizado passou por diluição seriada e foi semeado em placa com meio 

sólido PCA (Figura 4).  
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Figura 4 - Diluições do meio de cultura de bactérias para a contagem de células. 

 

 

Fonte:Laboratório de Imunologia Animal, (2020) 

 

Após a diluição, foram semeadas as diluições entre 10-6 a 10-10 por triplicata. No 

fundo da placa foi colocado 1mL da diluição, adicionado o meio PCA (por cima das 

bactérias) e misturados por agitação em várias direções. Por fim, foi deixado o meio 

solidificar, fechando as placas, que foram colocadas em estufa para incubação a 28ºC 

para que fosse possível contar as bactérias. 

 

Por último, foi feita a injeção intraperitoneal individualmente de 100µL por 10g 

de peso vivo de suspensão de S. agalactiae inativada na concentração de1,3 x 108 

UFC/mL-¹ na cavidade pélvica dos peixes dos tratamentos 8, 10, 11. 

Diversos estudos apresentam desafios com a bactéria atenuada ou viva, mas 

apresentam alta mortalidade. Neste caso, foi realizado com a bactéria inativada para 

avaliar se houve a potencialização da resposta imunológica dos peixes através de 

uma terceira coleta. 

 

4.7 Extração De RNAe Construção De Biblioteca De cDNA 
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Os tecidos foram coletados e armazenados – 80ºc para ser realizado a análise 

do transcriptoma de citocinas e anticorpo IL-1β, IL-6, TNF-α, HSP70, IgM, IL-10, C-

Lys e do sistema complemento C3por qPCR em Real Time. 

Para a extração de RNA foi utilizado1 ml de Trizol® LS Reagent (Invitrogen™) e 

200 µL de clorofórmio, no qual, os tecidos foram adicionados e homogeneizados. 

Foram centrifugados a 12.000 x g durante 15 minutos (4ºc). A parte superior aquosa 

foi transferida para outro microtubo onde foi adicionado o isopropanol. A amostra foi 

agitada com vórtex e centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos (4ºc). Por fim, os 

sobrenadantes foram descartados, os pellets de RNA foram lavados três vezes com 

100 µL de etanol, centrifugados, descartados os sobrenadantes e os pellets foram 

deixados secar por 15 minutos, sendo, em seguida, suspensos com água molecular. 

Após o isolamento do RNA,foi feita a quantificação por absorbância a 260 nm 

em ng utilizando o Nanodrop-1000 (Thermo Scientific). Uma alíquota de RNA foi 

processada em gel de agarose a 1% e pós-corada com GelRed® (Sigma) para 

verificar a integridade do RNA. 

A partir do RNA extraído foi construída a biblioteca de cDNA, por transcrição 

reversa (RT) usando 1 mg de RNA total e iScriptTM III (Life Technologies). O cDNA 

resultante foi armazenado a -20ºC até o uso. Em seguida, a sequência foi amplificada 

pela reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers alvos (selecionados 

em literatura para a espécie (Oreochromis niloticus). 

 

4.4 Determinação Molecular Da Expressão De Genes 

 

A determinação molecular da expressão de genes foi realizada pelo método da 

reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR-RT) e os resultados foram 

analisados por quantificação relativa pelo método 2 – ΔΔCt (PFAFFL, 2004). 

Essa técnica fornece resultados da quantificação rápida e fidedigna, além de ser 

amplamente utilizada na medicina molecular e na biotecnologia (PFAFFL, 2004; 

REBOUÇAS et al., 2013). 

A qPCR-RT fornece informações sobre a expressão gênica de diferentes fontes 

e amostras, além de possuir vantagens como sensibilidade, precisão na quantificação 
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de transcritos de mRNA, rapidez na reação e baixo custo dos reagentes (REBOUÇAS 

et al., 2013). A reação consiste em desnaturação e separação da fita dupla do DNA, 

associação dos primers a uma única cadeia e síntese da fita complementar, catalisada 

pela DNA polimerase (REBOUÇAS et al., 2013). 

Diferente da PCR convencional, a PCR quantitativa em tempo real (qPCR-RT) 

consegue amplificar e quantificar conjuntamente uma região da molécula do DNA. 

Além disso na PCR convencional utiliza-se a eletroforese para avaliar o produto da 

amplificação, distintamente do qPCR-RT que utiliza moléculas fluorescentes nas 

reações, possibilitando a quantificação do amplicon (REBOUÇAS et al., 2013). 

Entretanto devido à instabilidade do material, deve-se confirmar a eficiência dos genes 

alvo e dos primers. Por isso é recomendado uma normalização do gene alvo (gene 

produção regulada) com o de referência (gene de produção constitutiva ou de 

manutenção/ housekeeping) (PFAFFL, 2004). 

Existem diversos fatores que podem causar disparidades na quantificação e 

qualidade do mRNA. Esses erros podem ser tanto na pipetagem quando na escolha 

do protocolo para fazer a extração do RNA. Porém existem diversas estratégias que 

podem normalizar o qPCR em tempo real (REBOUÇAS et al., 2013). 

Para obter uma ótima eficiência na reação é preciso levar em consideração a 

temperatura de fusão dos primers, especialmente da hibridização e o comprimento 

dos amplicons, que são de amplificação da dupla fita delimitado pelos primers 

(REBOUÇAS et al.,2013). 

Os genes de referência ou manutenção (housekeeping) podem ser utilizados 

como normalizadores da qPCR-RT, pois eles são expressos em células e tecidos, e 

não apresentam alterações na sua expressão, mesmo sob condições experimentais 

(REBOUÇAS et al., 2013).Os housekeeping estão presentes em todas as células 

nucleadas, visto que são necessários para a sobrevivência das células básicas, sendo 

assim a síntese de mRNA é segura e estável em vários tecidos, mesmo sob 

experimentos (PFAFFL, 2004).Os housekeeping mais encontrados na literatura são 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), β-actina, proteínas ribossomais 

(RPL), ubiquitina (UBQ), β-tubulina, proteína ribossomal 18S (18S rRNA) e 

fosfoglicerato quinase (PGK) (REBOUÇAS et al., 2013). 

As reações para qPCR foram realizadas em placas de 96 poços usando iTaq TM 

Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). As reações foram realizadas de acordo 

com as instruções do fabricante com reações individuais de 20 µl consistindo em 10 
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µl de mistura principal de PCR SYBRGreen (2x), 8µl de iniciadores 200 nM e 2 µl de 

molde de cDNA.O SYBRGreen é um corante que se liga ao DNA de fita dupla e emite 

luz durante a reação. Conforme os ciclos, os produtos da PCR vão acumulando e a 

fluorescência vai aumentando proporcionalmente a quantidade de DNA específico 

presente na amostra (REBOUÇAS et al., 2013). A partir da amplificação, o 

SYBRGreen associa-se ao DNA de fita dupla recém-sintetizado, então a fluorescência 

aumenta constantemente no comprimento de onda específico que é medido após 

cada ciclo (Ct) (REBOUÇAS et al., 2013). 

Todas as reações foram realizadas no Sistema de detecção de qPCR em tempo 

real iCycler iQ ™ (Bio-Rad Laboratories), sob o protocolo: 95 ° C por 5 min, 40 ciclos 

de 95 ºC por 30 s, 56 ºC por 30 s, seguido por análise da curva de dissociação (curva 

de fusão) para verificar a amplificação de um único produto. As temperaturas para os 

ciclos desnaturação-hibridização-síntese utilizadas foram de acordo com a literatura, 

que resultou na síntese de centenas de milhões de cópias do fragmento de DNA 

amplificado (PFAFFL, 2004). O equipamento apresenta um termociclador e sistema 

ótico para a excitação da fluorescência, além de softwares para analisar as 

informações resultantes. A fluorescência emitida representa a quantidade do produto 

amplificado e aumentado de acordo com o resultado da reação (PFAFFL, 2004). 

O limiar da fase exponencial é detectado durante os ciclos de temperatura e é 

denominado de Cycle Threshold (Ct), ou ciclo de quantificação, a partir do qual se 

quantifica exatamente os produtos da reação de amplificação devido à emissão de 

fluorescência (Sybr Green e o Taqman são os fluoróforos maisutilizados) (Rebouças 

et al., 2013). O uso dessas sondas marcadas com corantes fluorescentes aumenta a 

sensibilidade do sistema e origina uma relação linear entre o número de cópias e 

valores de Ct, por consequência, a luz emitida no equipamento é proporcional à 

quantidade de alvos iniciais para reação de amplificações (REBOUÇAS et al., 2013). 

Todas as amostras foram executadas em triplicadas. A identificação do GenBank 

e as sequências de primers para todos os genes estudados são demonstradas na 

Tabela 2.Os dados de expressão obtidos a partir de seis repetições biológicas 

independentes foram usados para calcular o valor do ciclo limite (Ct). A eficiência da 

PCR e a taxa de expressão relativa de genes alvo em grupos experimentais versus 

grupos de controle foram calculadas de acordo com o método de (PFAFFL, 2004). O 

método comparativo de CT (2- △△ método de CT) foi usado para analisar o nível de 

expressão desses genes em relação ao EF-1α. 
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Tabela 3 - Sequência de primers específicos das citocinas, fatores de transcrição e 

marcadores celulares usados para amplificação dos RNAs transcritos extraídos de 

rim cranial e baço das tilápias do experimento. 

 

Genes Sequência Fw/Rv (5'-3') Referência  

EF-1α F: TGATCTACAAGTGCGGAGGAA 

R: GGAGCCCTTTCCCATCTCA 

 

Ding-Liang 

Lu et al. 2019 

40 ciclos: desnaturação doDNA: 95 ºC por 

15s/Anelamento a 60ºC por 15s/ 
Extensão a 72ºC por 15s 

TNF-α F: GCTGGAGGCCAATAAAATCA. 

R: CCTTCGTCAGTCTCCAGCTC 
Reda et al. 

   2016 
40 ciclos: desnaturação doDNA: 95 ºC por 
15s/Anelamento a 60ºC por 15s/ 

Extensão a 72ºC por 15s 

IgM F:AGGAGACAGGACTGGAATGCACAA 

R:GGAGGCAGTATAGGTATCATCCTC 
Abo-Al-Ela 

et al. 2017 
40 ciclos: desnaturação doDNA: 95 ºC por 

15s/Anelamento a 60ºC por 15s/ 

Extensão a 72ºC por 15s 

IL-6 F: ACAGAGGAGGCGGAGATG 

R: GCAGATGCTTCGGATAGAG 

Jing wang et 

al.,2019 

40 ciclos: desnaturação do DNA: 95 ºC por 
15s /Anelamento a 60ºC por 15s/ 

Extensão a 72ºC por 15s 

HSP70 F:GTGACGCGAAGATGGACAAGTC 

R:CACCGTAAGCTACAGCCTCGTC 
Saad et al., 

2016 
40 ciclos: desnaturação doDNA: 95 ºC por 

15s/Anelamento a 60ºC por 15s/ 

Extensão a 72ºC por 15s 

IL-1β F: ATTGTCGTCCTGTCTCTATC 

R: AATGTCATCATGGTATTGC 

Jing Wang 

et at., 2019 

40 ciclos: desnaturação do DNA: 95 ºC por 

15s /Anelamento a 60ºC por 15s/ 
Extensão a 72ºC por 15s 

IL-10 F: ACTTTAAGGGTTACCTGGGTTG 

R: CGTGCTGTTTGATGTCTGG 

Ignacio et 

al., 2005 

40 ciclos: desnaturação do DNA: 95 ºC por 

15s /Anelamento a 60ºC por 15s/ 
Extensão a 72ºC por 15s 

C3 F: GGTGTGGATGCACCTGAGAA 

R: GGGAAATCGGTACTTGGCCT 

Jing wang et 

al.,2019 

40 ciclos: desnaturação do DNA: 95 ºC por 

15s /Anelamento a 60ºC por 15s/ 
Extensão a 72ºC por 15s 

Lys F: AAGGGAAGCAGCAGCAGTTGTG 

R: CGTCCATGCCGTTAGCCTTGAG 

Jing wang et 

al.,2019 

40 ciclos: desnaturação do DNA: 95 ºC por 

15s /Anelamento a 60ºC por 15s/ 

Extensão a 72ºC por 15s 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

4.5 Análise Estatística 

 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 11 

tratamentos (dieta controle 15d; dieta suplementada com β-glucano 15d/ dieta controle 

45 d; dieta controle 45 d + vacinação; dieta β-glucano 30d; β-glucano 30d + vacinação/ 

controle 60d; dieta controle 60d + desafio; dieta controle 60d + vacinação + desafio; 

β-glucano 30d + dieta controle 30d + desafio; β-glucano 30d + dieta controle 30d + 

vacinação + desafio). Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (5%), através do programa estatístico 

SAS, versão 9.0. 
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5 RESULTADOS 

5.1.Determinação Molecular Da Expressão De Genes Por qPCR-RT 

a) Expressão do gene IL- 1β 

 

A expressão do gene IL-1β no rim cranial (Figura 6a), aos 15 dias de alimentação 

não apresentou diferenças entre os tratamentos. Após 30 dias da vacinação a 

expressão da IL-1β foi maior nos peixes alimentados com β-glucano, independente da 

vacina, comparados com peixes alimentados com dieta controle e os controle 

vacinados. Aos 15 dias após desafio, a dieta com β-glucano + vacinação apresentou 

a menor expressão quando comparado os demais tratamentos depois do desafio. 

No baço (Figura 6b), aos 15 dias de experimento, a expressão do gene IL-

1βaumentouno grupo tratado com β-glucano.Aos 30 dias após a vacinação, os grupos 

controle vacinado e grupo β-glucano apresentaram maior expressão do gene em 

relação aos demais tratamentos. Após 15 dias desafio, não houve diferença 

significativa entre os tratamentos com exceção do grupo que recebeu dieta com β-

glucano, vacinação e desafio, que apresentou menor expressão do gene em relação 

aos demais tratamentos.  

 

Figuras 6 a e b - Expressão relativa do gene interleucina 1 (IL-1β) valores são médias 

± desvio padrão em duplicata em rim cranial e no baço de tilápias alimentadas com β-

glucano, por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferença significativa com o controle 

de cada grupo (P<0.05). Bg= β-glucano,C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado 

 

6a) 

 



48 
 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

 

6b) 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

b) Expressão do geneTNF-α: 

 

A expressão do gene TNF-α no rim cranial (Figura 7a), aos 15 dias de 

alimentação não apresentou diferenças entre os tratamentos. Após 30 dias da 

vacinação, a maior expressão do TNF-α foi nos peixes alimentados com a dieta com 
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β-glucano e vacinados. Aos 15 dias após desafio, a maior expressão do TNF-α 

ocorreu nos peixes do alimentados com β-glucano desafiado. 

A expressão do gene TNF-α no braço (Figura 7b), aos 15 dias de alimentação 

não apresentou diferenças significativa entre os tratamentos. Após 30 dias da 

vacinação, os peixes não suplementados vacinado e suplementados com β-glucano 

apresentaram diminuição da expressão em comparação com seu controle. Aos 15 

dias após desafio, os peixes da dieta controle e o grupo com β-glucano vacinados 

foram os que apresentaram maior expressão do TNF-α. 

 

Figuras7 a e b - Expressão relativa do gene do fator de necrose tumoral alfa TNF-α 

valores são médias ± desvio padrão em duplicata no rim cranial e no baço de tilápia 

alimentadas com β-glucano, por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferença 

significativa entre tratamentos de cada grupo (P<0.05). Bg= β-glucano, C= dieta 

controle, V= Vacinado, D= Desafiado. 

 

7a) 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
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8b) 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

c) Expressão do gene IL-6 

 

No rim cranial (Figura 9a), a expressão do gene IL-6aos 15 dias de alimentação 

não apresentou diferença entre os tratamentos. Após30 dias de alimentação da 

vacinação, houve aumento na expressão da IL-6 nas tilápias vacinadas e 

suplementadas com β-glucano comparado com controle não vacinados e os 

suplementados com β-glucano. Aos 15 dias após desafio, a expressão da IL-6 

diminuiu nos peixes controle e desafiados, e alimentados comβ-glucano, vacinado e 

desafiado em comparação com controle. 

Já no baço (Figura 9b), aos 15 dias de alimentação, a expressão do gene IL-6 

aumentou nos peixes alimentados com β-glucano. Após 30 dias da vacinação, a maior 

expressão da IL-6 ocorreu no grupo suplementado comβ-glucano vacinado, em 

comparação com controle vacinado. Aos 15 dias pós desafio, houve diminuição dos 

níveis em todos os grupos em comparação ao controle.  

Figuras9 a e b - Expressão relativa do gene interleucina 6 (IL-6).Valores são médias 

± desvio padrão em duplicataem rim cranial e no baço de tilápia alimentadas com β-
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glucano, por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferença com o controle de cada 

grupo (P<0.05). Bg= β-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado,  D= Desafiado 

 

9a) 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

9b) 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

C
o

n
tr

o
le

β
-g

lu
ca

n
o

C
o

n
tr

o
le

C
+V

β
-g

lu
ca

n
o

B
g+

V

C
o

n
tr

o
le

C
+D

C
+V

+D

β
g+

D

β
g+

V
+D

15 dia β-
glucano

30 dias após vacina 15 dias após desafioM
e

d
id

a 
d

a 
e

xp
re

ss
ão

 g
ên

ic
a

Expresão relativa do gene IL-6 no rim cranial da tilápia

a

b

bc
c a abab

c cd

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

C
o

n
tr

o
le

β
-g

lu
ca

n
o

C
o

n
tr

o
le

C
+V

β
-g

lu
ca

n
o

B
g+

V

C
o

n
tr

o
le

C
+D

C
+V

+D

β
g+

D

β
g+

V
+D

15 dias β-
glucano

30 dias após vacina 15 dias após desafioM
ed

id
a 

d
a 

e
xp

re
ss

ão
 g

ên
ic

a

Expressão relativa do gene IL-6 no baço de tilápias

a

b

a

bcb
c

a

b b b b



52 
 

d) Expressão do gene IgM 

 

A expressão do gene IgM no rim (Figura 10a), aos 15 dias de alimentação, não 

apresentou diferenças entre os tratamentos controle e com suplementação com β-

glucano. Aos 30 dias de alimentação não houve diferença significativa entre os 

tratamentos. Após 15 dias do desafio o grupo não suplementado desafiado 

apresentou a maior expressão de IgM em comparação com demais tratamentos, já os 

peixes suplementados com β-glucano desafiado e suplementados comβ-glucano, 

vacinado e desafiado apresentaram diminuição da expressão do gene IgM em 

comparação com o controle. 

No baço (Figura 10b), aos 15 dias de alimentação, a expressão do gene IgM 

aumentou nos peixes suplementados com β-glucano. Após 30 dias da vacinação, os 

grupos controle e β-glucano que foram vacinado apresentam maior expressão do 

gene IgM em comparação com o grupo controle não suplementado. Aos 15 dias pós 

desafio não houve diferença significativa entre os tratamentos. 

 

Figuras 10 a e b - Expressão relativa do gene IgM valores são médias ± desvio padrão 

em duplicata no rim cranial e no baço de tilápia suplementado com β-glucano, por 

qPCR-RT. Letras distintas indicam diferença com o controle de cada grupo 

(P<0.05).Bg= β-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado 
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Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

10b) 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

e) Expressão do gene Hsp70 

 

 

A expressão do gene Hsp70 no rim cranial (Figura 11a), aos 15 dias de 

alimentação, foi maior nos peixes alimentados com β-glucano.Após 30 dias da 

vacinação, as tilápias suplementadas com com β-glucano vacinadas apresentaram 

maior expressão da Hsp70 entre os tratamentos, já os peixes do grupo controle não 

suplementado vacinados apresentaram maior expressão de Hsp70 que os peixes não 

suplementado e suplementado com β-glucano. Após 15 dias do desafio, o grupo que 

apresentou maior expressão desse gene ocorreu nos peixes suplementados com β-

glucano, seguido do grupo controle não suplementado, associado com vacinação e 

desafio, em comparação com demais tratamentos. 
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Aos 15 dias de alimentação, no baço (Figura 11b), não houve diferenças 

significativas na expressão do gene Hsp70 entre os tratamentos. Após 30 dias da 

vacinação, os grupos apenas suplementados com β-glucano e suplementados com β-

glucano vacinado apresentaram diminuição da expressão do gene. Aos 15 dias pós 

desafio os grupos com tratamento controle não suplementado e suplementadoβ-

glucano vacinado e desafiado apresentou maior expressão do gene em comparação 

com demais tratamentos. 

 

 Figuras 11a e 11b. Expressão relativa do gene das proteínas de choque térmico de 

70 kDa (Hsp70) valores são médias ± desvio padrão em duplicata. No rim cranial e 

no baço de tilápia alimentadas com β-glucano, por qPCR-RT. Letras distintas indicam 

diferença com o controle de cada grupo (P<0.05). Bg= β-glucano, C= dieta controle, 

V= Vacinado, D= Desafiado 
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Fonte: Elaborado pela autora 
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11b) 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

d) Expressão do gene IL- 10 

 

Aos 15 dias de alimentação, no rim cranial (Figura 12a), não houve diferenças 

significativas na expressão do gene IL-10 entre os tratamentos. Após 30 dias da 

vacinação, os peixes suplementados com o β-glucano vacinado apresentaram 

aumento significativo da expressão do gene. Aos 15 dias após desafio, os peixes que 

foram suplementos com β-glucano e desafiados apresentaram maior expressão do 

gene em comparação com demais tratamentos, bem como os peixes vacinados e 

desafiados (independente da suplementação doβ-glucano) apresentaram maior 

expressão em comparação com o grupo controle não suplementado e o controle não 

suplementado desafiado. 

Aos 15 dias de alimentação, no baço (Figura 12b), não houve diferenças 

significativas na expressão do gene IL-10 entre os tratamentos. Após 30 dias da 

vacinação, as tilápias que foram suplementado com β-glucano e receberam a 

associação de β-glucano e vacinação apresentaram  diminuição da expressão do 

gene em comparação com os demais tratamentos. Aos 15 dias pós desafio, a 
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associação vacinação e desafio, β-glucano e desafio e β-glucano, vacinação e desafio 

promoveram diminuição da expressão do gene IL- em comparação com demais 

tratamentos. 

 

Figuras 12 a e b - Expressão relativa do gene daIL-10valores são médias ± desvio 

padrão em duplicata no rim cranial e no baço de tilápias alimentadas com β-glucano, 

por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferença significativa com o controle de cada 

grupo (P<0.05). Bg= β-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado 
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Fonte: Elaborado pela autora 
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Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

e) Expressão do gene C3  

 

A expressão do gene C3 no rim cranial (Figura 13a), aos 15 dias de alimentação, 

não apresentou diferença entre os tratamentos.Após 30 dias da vacinação, as 

tilápiassuplementadas com β-glucanovacinadasapresentarama maior expressão 

significativa da C3 entre os tratamentos, seguida dos tratamentos controle vacinado, 

e alimentado com β-glucano. Após 15 dias do desafio, o grupo de peixes 

suplementados com β-glucano e desafiados apresentaram a maior expressão desse 

gene, seguido do grupo de peixes alimentados com β-glucano, vacinado e desafiado, 

em comparação com os tratamentos controle e controle vacinado e desafiado. 

Aos 15 dias de alimentação, no baço (Figura 13b), não houve diferenças 

significativas na expressão do gene C3 entre os tratamentos. Após 30 dias da 

vacinação, a expressão desse gene aumentou nos peixes que foram vacinados, 

entretanto diminui nos peixes alimentados com β-glucano, e na associação β-glucano 

e vacinação, em comparação ao controle.Aos 15 dias pós desafio, houve uma 

imunossupressão em todos os tratamentos administrados. 

 

Figuras 13 a e b - Expressão relativa do gene daC3valores são médias ± desvio 

padrão em duplicatano rim cranial e no baço de tilápia alimentadas com β-glucano, 
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por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferença com o controle de cada grupo 

(P<0.05). Bg= β-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado 
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Fonte: Elaborado pela autora 
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Fonte: Elaborado pela autora 

e) Expressão do gene Lys 

 

No rim cranial (Figura 14a), a expressão do gene Lys aos 15 dias de alimentação 

foi maior para nos peixes alimentados com β-glucano. Após30 dias da vacinação, 

houve um aumento significativo na expressão da Lys nas tilápias suplementadas com 

β-glucano evacinadas em comparação com os demais grupos. Aos 15 dias após 

desafio, a expressão da Lys aumentou nos peixes controle não suplementados 

vacinados e desafiados, no grupo alimentados com β-glucano e vacinado; e nos 

peixes alimentados com β-glucano e vacinado e desafiados, entretando diminuiu no 

grupo controle desafiado. 

Já no baço (Figura 14b), aos 15 dias de alimentação,não houve diferença 

significativa na expressão do gene Lys. Após 30 dias da vacinação, as tilápias que 

foram suplementados com β-glucano (não vacinadas e vacinadas) tiveram uma 

diminuição na expressão do gene em comparação com os demais tratamentos. Aos 

15 dias pós desafio, os peixes vacinados, desafiado e alimentados (dieta controle e 

com β-glucano) apresentaram diminuição dos níveis de expressão em comparação 

aos demais tratamentos.  

 

Figuras14 a e b - Expressão relativa do gene da Lys valores são médias ± desvio 

padrão em duplicata no rim cranial e no baço de tilápia alimentadas com β-glucano, 
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por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferença com o controle de cada grupo 

(P<0.05).Bg= β-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado 

 

14a) 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
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Fonte: Elaborado pela autora 

6 DISCUSSÃO 

Devido a seu alto valor comercial, bom desempenho zootécnico, alta taxa de 

reprodução, e ampla capacidade de se adaptar em diversas condições, a tilápia vem 

sendo cultivada no mundo. Porém o sistema de produção intensivo pode levar ao 

aparecimento de diversas doenças que ameaçam o cultivo da espécie. Umas das 

enfermidades mais comum é a infecção por estreptococoses, que resulta em altas 

taxas de mortalidade e grandes perdas econômicas (XIAO-LI et al, 2019). Diversas 

vacinas para peixes foram desenvolvidas e tiveram boa eficácia contra patógenos. A 

aplicação das vacinas deve promover diminuição da infecção patogênica e a 

administração de antibióticos, pois o uso contínuo de antibiótico leva a resistência em 

vários patógenos (AMPHAN et al., 2019). 

Atualmente diversos produtos imunoestimulantes estão sendo comercializados, 

dentre eles o β-glucano que é utilizado para aumentar a produtividade e a imunidade 

de peixes. Isso se deve as propriedades que o β-glucano possui de colaborar com o 

aumento da defesa, por estimular componentes presentes no sistema imunológico 

inato e adquirido (WHITTINGTON et al., 2005). 

Após 15 dias de alimentação, os resultados para o rim cranial mostraram 

aumento significativo da expressão do gene Hsp70 e da Lys nos peixes que foram 

alimentados com β-glucano, mostrando que houve influência da suplementação na 

dieta com β-glucano.Entretanto a expressão dos genes IL-1β, TNF-α, IL-6 e IgM, IL-

10, C3 não apresentaram diferença significativa entre os tratamentos. 

O aumento da expressão Hsp70 e da Lys indicam adaptação do organismo à 

presença do imunomodulador, que é um PAMP (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). 

Dawood et al.(2020) também mostraram resultados positivos do gene Hsp70 em 

tilápias alimentadas com β-glucano e expostos a componentes tóxicos mostrando 

melhor resultado após em tilápias alimentadas comβ-glucano. 

Já no baço, 15 dias após alimentação com a dieta β-glucano os peixes 

apresentaram aumento das expressões dos genes IL-1β, IL-6 e IgM. Porém, não 

houve diferença na expressão do TNF-α e Hsp70, IL-10, C3 e Lys entre os 

tratamentos. Os peptidoglicanos e lipopolissacarídeos podem aumentar 
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significativamente a expressão de citocinas pró-inflamatórias. Essas citocinas pró-

inflamatórias possuem respostas úteis contra condições de estresse ambiental 

(DAWOOD et al., 2020). A IL-1βtemação importante na imunidade contra patógenos 

e tecidos lesionados, além de modular as respostas imunes ao estimular ou liberar 

outras citocinas de outras células, como linfócitos ativados (MEHRABI et al., 2020). 

A IL-6 tem ação importante na homeostase de células e tecidos, ativando genes-

alvo envolvidos no crescimento, diferenciação, apoptose e proliferação celular 

(MEHRABI et al., 2020). Outros estudos também observaram que o uso de β-glucano 

aumenta a expressão do gene IL-6 (LOVOLL et al., 2007). 

A IgM é o principal anticorpo sistêmico, apresenta-se como tetrâmeros, e 

normalmente peixes teleósteos apresentam expressão de IgM elevada no rim, que é 

o principal órgão hematopoiético, e também no baço, que é o principal órgão 

secundáriolinfóide (ZHANGet al., 2017; HIRONO et al., 2003), entretanto no presente 

estudo, aos 15 dias de alimentação com β-glucano, a expressão do gene aumentou 

apenas no baço. A concentração de IgM pode variar de acordo com idade, tamanho, 

sexo, estação, ambiente e vacinação e infecção (HORDVIK, 2015). 

Aos 30 dias após a vacinação, os peixes alimentados com β-glucano e vacinados 

apresentaram aumento da expressão dos genes IL-1β, TNF-α, IL-6 eHsp70, IL-10, C3 

e Lys na avaliação da expressão gênica no rim cranial.  

A IL-1β, IL-6 e TNF-α e IL-10 são citocinas produzidas principalmente pelos 

macrófagos ativos. Elas são citocinas pró-inflamatórias que desempenham papel 

importante no início do processo inflamatório devido ao estímulo para recrutamento e 

ativação de macrófagos; auxiliando na resposta adaptativa e regulação imunológica 

(BIRD et al., 2002; WANG et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2007). 

No presente estudo o gene da IL-1β aumentou com todos os estímulos 

provocados nessa etapa, sendo maior após alimentação com β-glucano e em 

associação com a vacinação. Assim como nos resultados encontrados nesse estudo, 

Abdelhamid (2020) também registrou que a expressão do gene IL-1β aumentou 

significativamente no rim cranial.Já os genesTNF-αe IL-6 aumentaram com os 

estímulos da vacinação e mais expressivamente com associação β-glucano e 

vacinação. O TNF-α atua para eliminar patógenos por meio da indução de várias 

respostas celulares, e é conhecido como biomarcador e indicador de saúde de 

mamíferos e peixes (MEHRABI et al., 2020), e os resultados indicaram que a 
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vacinação associada ao imunoestimulante melhoram a defesa contra patógenos. A IL-

10 é uma citocina multifuncional, e atua na regulação do crescimento celular, promove 

a proliferação celular e participa de respostas inflamatórias e imunológicas (SABAT et 

al., 2010). O mesmo perfil de resposta foi observado para a expressão do gene Hsp70, 

evidenciando a adaptação do organismo frente aos manejos de imunomodulação e 

vacinação impostos. Entretanto, a expressão do gene IgM não se modificou, mesmo 

após vacinação, apesar de esperado a presença de IgM pode variar de acordo com 

idade, tamanho, sexo, estação, ambiente e vacinação e infecção, além do tempo em 

que são realizadas as análises dos tecidos (HORDVIK, 2015; ZHANG et al., 2017). 

No presente estudo, a associação de β-glucano e vacinação promoveu aumento 

na expressão de genes no rim cranial, das citocinas pró-inflamatórias importantes para 

a defesa orgânica. O mesmo perfil foi observado por WEI et al. (2021), com aumento 

da expressão de genes das mesmas citocinas, no baço. Esses resultados indicam que 

o β-glucano é um potencial adjuvante para a vacina contra S. agalactiae. 

A 30 dias após a vacinação, aos 45 dias de experimento, demonstrou que peixes 

vacinados e alimentados com β-glucano apresentaram aumento da expressão do 

gene IL-1β.Em caso de inflamação, como ocorre no processo de vacinação, há 

liberação de citocinas como TNF-α seguidas pelas IL-1β e IL-6 e depois de 

quimiocinas para atrair a migração de células fagociticas para o local de inflamação 

(XIAO-LI et al., 2019). O gene da IL-6 aumentou com a associação de β-glucano e 

vacinação, e o gene da IgM aumentou com a associação de β-glucano e vacinação, 

indicando que o uso de adjuvantes, como o β-glucano, pode aumentar o efeito 

imunológico da vacina e promover a imunidade inata, e não específica, bem como 

imunidade celular, humoral e imunidade de mucosa (NGUYEN et al., 2017a; NGUYEN 

et al., 2017b; FANGNING et al., 2019; MEENA et al., 2013). 

Na terceira coleta, aos 15 dias pós desafio, 60 dias de experimento, os peixes 

alimentados com β-glucano e desafiados apresentaram aumento da expressão do 

gene TNF-α e Hsp70, IL-10, C3 e Lys, na avaliação da expressão gênica no rim 

cranial. Indicando que a administração do imunoestimulante favorece a produção de 

proteínas de defesa e as proteínas de recuperação por período prolongado, uma vez 

que essa coleta foi realizada 30 dias após o término da alimentação com o 

imunoestimulante. Já a expressão do gene IgM aumentou nos peixes apenas 

desafiados. ABDELHAMID e ELSHOPAKEY (2020) encontrou aumento na expressão 
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dos genes da IL-10 e IgM em peixes que eram alimentados com β-glucano e que 

foram expostos a composto tóxico evidenciando a influência da ação 

imunoestimulante do β-glucano. 

Nguyenet al. (2017) e Zhuet al.(2019) demonstraram que a expressão do gene 

IgM aumenta no baço após vacinação, como visto desse estudo após 15 de 

alimentação e 30 Dias após vacinação. E Weiet al. (2021) observaram aumento da 

expressão do gene IgM com associação da vacinação e β-glucano na garoupa hibrida 

(Epinephelus fuscoguttatus × Epinephelus lanceolatus), como observado neste 

estudo. Entretanto em peixes alimentados com β-glucano, vacinados e desafiados 

houve diminuição da expressão dos genes IL-1β, IL-6 e IgM. 

Já no baço, 15 dias após do desafio, 60 dias de experimento, houve diminuição 

da expressão dos genes estudados. Os genes IL-10 e Lys diminuíram a sua expressão 

nos peixes alimentados com β-glucano, nos vacinados e desafiados. Na IL-6 e C3 

houve diminuição em todos os tratamentos em comparação com o controle, bem como 

o gene TNF-α, exceto nos peixes alimentados com β-glucano e desafiado. As ações 

do β-glucano não estão completamento esclarecidas, e este imunoestimulante pode 

apresentar estímulos anti-inflamatórios regulatórios que podem induzir a supressão 

da expressão de alguns genes (ABDELHAMID et al., 2020) 

O gene Hsp70 diminuiu em todos os tratamentos, exceto nos peixes alimentado 

com β-glucano, vacinados e desafiados devido à presença do imunomodulador, que 

é um PAMP (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). Outro fator que evidencia os 

resultados seriam as alterações sofridas pelo manejo de desafio pois essa é uma 

prática considerada estressante (ABREU, 2007). 

A dieta comβ-glucano associado com vacinação e o desafio com microrganismos 

S. agalactiae inativada mostrou ter grande eficiência na expressão dos genes no rim 

cranial principalmente nas citocinas que na sua grande maioria, são produzidas no 

local de entrada de patógenos e geram sinais inflamatórios para fagócitos realizarem 

a destruição do patógeno invasor (XIAO-LI, 2019). De acordo com Xiao-Li, et al.(2019) 

isso ocorre pois os receptores Toll-like (TLRs), que são um grupo de receptores que 

atuam através do reconhecimento de patógenos (PAMPs),desencadeando respostas 

inflamatórias já que os “toll-like receptors” (TLRs) reconhecem lipoproteínas, 

lipopolissacarídeos (LPS) e flagelina bacteriana. 
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Como resultado, o β-glucano se mostrou eficiente na potencialização dos efeitos 

da vacina contra S. agalactiaecomo reportado por (WHITTINGTON et al.,2005) que 

mostraram que o β-glucano também teve eficiência melhorando os efeitos da vacina 

contra S. iniae. 

Comparando os dois órgãos, pode-se observar que a expressão de quase todos 

os genes foi, apresentaram sua expressão mais alta após os 30 dias de vacinação, 

menos a lisozima e C3que também teve um aumento na expressão após os 15 dias 

de desafio. E quase todos os genes foram expressos em maior quantidade no rim 

cranial que no baço, com exceção do IgM que teve sua maior expressão no baço. 

A IgM é um bom marcador do estado imunológico em peixe, pois o anticorpo 

universal e único componente da resposta imune humoral específica no teleósteo 

(HAKIM et al., 2019; SINYAKOV et al., 2002). 

De todos os genes estudados, a maioria deles foram expressos em altas 

quantidades tanto no rim cranial quanto no baço, induzido pelo efeito imunomodulador 

do β-glucano associado a vacinas principalmente entre os 15 primeiros dias de 

experimento e 30 dias após a vacinação. 

. O efeito como adjuvante foi observado por administração oral do β-glucano, no 

presente estudo, embora para algumas vacinas de peixes esse efeito tenha sido 

melhor quando administrado por via intraperitoneal quando comparado à via oral ou 

por imersão, entretanto deve-se observar que essa via apresenta suas desvantagens 

(MEENA et al., 2013; ESTEBAN et al., 2000; MISRA et al., 2006). 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o β-glucano pode ser 

uma ferramenta com o potencial adjuvante para proteção contra S. agalactiae 

podendo atuar no controle e na prevenção de enfermidades estreptocócicas, 

indicando que há interação benéfica entre a administração do β-glucano e a vacinação 

em tilápias. Foi possível verificar a ação do β-glucano sobre a expressão de genes do 

sistema imune de tilápias; uma vez que mostrou aumento a expressão de genes de 

citocinas do sistema imune, tais como: IL-1β, TNF-α, IL-6, Hsp70, IL-10, C3 e Lys no 

rim cranial e da IgM no baço. Observou-se que o β-glucano promoveu proteção 

duradoura, induzindo a expressão de genes após 30 dias do término da administração 

na dieta. 
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