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RESUMO

A producao de peixes esta crescendo mais a cada ano e com isso surgem problemas
com estresse causados pela qualidade da agua e resisténcia a microrganismos.
Substancias bioativas podem influenciar nas respostas do sistema imune de peixes,
nos ultimos anos o B-glucano estd sendoestudado por modular parametros imunes,
ampliando a resisténcia contra enfermidades. Assim,0 experimento buscou avaliar se
a suplementacdo na dieta com B-glucano juntamente com a vacinagao potencializa o
efeito prolongado da resposta imune de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)frente a
um desafio imunoldgico com bactéria de S. agalactiae inativada nos genes das
interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6),interleucina 10 (IL-10), fator de necrose
tumoral (TNF-a), imunoglobulina M (IgM), proteinas de choque térmico de 70
kilodaltons (Hsp70), lisozima (Lys) e C3 do complemento em baco e em rim cranial..
O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado com 11
tratamentos, em trés tempos de amostragem (15, 30 dias apds a vacinacédo e 15 dias
apos o desafio). Ao final dos 15 dias de alimentacdo houve a vacina¢do comercial
contra S. agalactiae nos peixes do tratamento 3 e 4. Além da vacinacdo, no grupo 3
houve a alteragdo da dieta controle para a dieta com [-glucano. Ao final dos 30 dias
depois da vacinacgdo, todos os peixes de todos os tratamentos foram desafiados
combactéria de S. agalactiae inativada. Os resultados mostraram que,a dieta com [3-
glucano associado com a vacinacao e ao desafio com microrganismos S. agalactiae
inativados, mostraram ter grande eficiéncia na expressao dos genes no rim cranial
principalmente nas citocinas e também a IgM no baco. Observou-se que 0s genes
obtiveram sua expressao mais alta apos os 30 dias de vacinacao e quase todos os
genes foram expressos em maior quantidade no rim cranial do que no bago, com
excecao do IgM que teve sua maior expressao no baco. Portanto, pode-se afirmar que
0 B-glucano tem potencial adjuvante para vacina contra S. agalactiae, podendo atuar
no controle e na prevencgao de estreptococoses.

Palavras chaves: Peixe, imunidade, vacinacdo 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 B-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 B-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-1B),
interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10), necrosis factor tumor (TNF-a),
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
B-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 (3-
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 B-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 INTRODUCAO

O Brasil possui uma ampla area territorial que favorece diversas atividades do
agronegocio, entre elas, a aquicultura esta desenvolvendo um cenario promissor para
a economia do pais (VALLADAO et al., 2018). A producéo de peixe esta tornando o
acesso ao pescado mais facil para o consumidor, dessa forma, o objetivo da
aquicultura € maximizar a eficiéncia e melhorar a rentabilidade da producdo (GARCIA,
2008; VALLADAO et al., 2018).

Uma das espécies mais produzidas no mundo é a Oreochromis niloticus, da
familia Ciclideos, popularmente conhecida como tilapia- do- Nilo, pois s&o naturais dos
rios Nilo, Niger e Tchade (CAVALCANTE, 2015).

Embora a tilapia-doNilo ndo seja um animal nativo, é a espécie de peixe mais
produzido no pais, devido suas fortes caracteristicas zootécnicas como: alta taxa de
reproducao, sdo onivoras e possuem facil adaptacdo em uma diversas condicfes de
ambientes (ZHANG et al., 2019).

O Brasil esta entre os 5 maiores produtores de tilapia do mundo ficando atras
somente da China, Indonésia e Egito, sendo o Parana e Sédo Paulo sdo os estados
que mais produzem a espécie (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PISCICULTURA,
2014).

Com a intensificacdo da producdo houve aparecimento de diversas
enfermidades, como bactérias, fungos, virus e parasitas que podem causar um
enorme prejuizo econdmico (ZHANG et al., 2019). Além desse problema, ha também
impactos negativos no ambiente, como acumulo de residuos e resisténcia bacteriana;
devido ao uso inadequado de quimioterapicos e antimicrobianos (BILLER-
TAKAHASHI et al, 2014; GATLIN et al., 2006).

No Brasil, as altas temperaturas no verdopropiciam aumento da ocorréncia de
bacteriose oportunistas, como: Streptococcus spp., Aeromogas spp. e Enterococcus
spp. em diversas regides do pais prejudicando a producéo dos peixes (GARCIA, 2008;
SEBASTIAO et al.,2015).

A estreptococose ja causou perdas de milhbes de ddélares e sdo a maior
causadora de mortalidade de tilapia no mundo. Essa pode ser causada por
Streptococcus inaiae, Streptococcus parauberis e Streptococcus difficilis. Porém a
Streptococcus agalactiae é a que mais causas prejuizos econbmicas em fazendas de
tilapia no Brasil (SEBASTIAO et al.,2015)
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Entretanto os surtos de streptococcus spp estao presentes em diversas partes
do mundo, como Israel, Japao, Estados Unidos e Brasil e tem sido descritos tanto em
espécies de agua doce quanto marinho (WHITTINGTON et al., 2005).

As Streptococoses estdo presentes em espécies como: Trachinotus ovatus,
Colossoma macropomum, Brevoortia patronus, Sparus auratus, Dasyatis sp e Mugil
cephalus (FIGUEIREDO et al., 2006)

E relatado dificuldade para tratar doengas com antibiéticos por diversos fatores,
tais como: dificuldade em fazer a dosagem do antibiético na racao, perda de apetite
de peixes que estdo doentes e eliminacdo somente dos sinais clinicos da doenca
(LEIRA et al., 2017).

Para ajudar na prevencédo de algumas doencas, foram desenvolvidas vacinas
para proteger os peixes, porém seus efeitos sdo modestos e possuem algumas
desvantagens como: as propriedades do antigeno de superficie sdo facilmente
alteradas e algumas vacinas de subunidades precisam de reforcos (ZHANG et al.,
2017).

Nesse contexto, ha uma busca continua sobre substituir o uso de substancias
sintéticas e potencializar a atuacdo das vacinas através de materiais bioativos naturais
capazes de influenciar na resposta imunolégica e no desempenho produtivo dos
peixes (GARCIA, 2008).

Uma estratégia éde promover a imunomodulagcdo com uso de suplementos
alimentares, tais como vitaminas, minerais, prebidticos, probidticos e
imunoestimulantes (GARCIA, 2008)

Alguns exemplos de utilizagdo de suplementos alimentares séo vitamina E eC
gue mostraram ser eficientes no aumento da migracao de células de defesa para a
bexiga natatoria, apés as tilapias serem desafiadas (MARTINS et al., 2012).

O levamisol que é um anti-helmintico também é citado na literatura como um
suplemento da dieta que modula o sistema imune do pacu, mostrando resultados
positivos em alteracdes nos parametros imunolégicos e hematolégico BILLER-
TAKAHASHI et al, 2014).

Dentre os imunoestimulantes mais estudados esta o B-glucano por estimular o
sistema imune nao especifico dos peixes, promovendo uma acao pluripotente, pois
h& estudos evidenciando a¢des imunomoduladora, anti-infecciosa e anti-inflamatérias

do produto, e que também tem capacidade de aumentar as concentracfes de
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anticorpos e estimular a atividade dos macréfagos (CASTRO eta.l,2002;
WHITTINGTON et al.,2005).

Além disso, os imunoestimulantes conseguem influenciar a producédo de
citocinas que s&o proteinas reguladoras do sistema imunolégico e que estao
envolvidas no sistema enddcrino.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do (3-glucano em
tilapias vacinadas e desafiadas com Streptococcus agalactiae inativada sobre a

imunidade, pela-expressao de genes do sistema imune.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Modelo Biolégico

As tilapias-do-nilo sédo originarias do continente africano e Oriente Médio; e foram
introduzidas ha mais de 40 anos no Brasil (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). Essa
espécie é considerada cosmopolita devido as caracteristicas zootécnicas que
favorecem sua adaptacdo em diferentes partes do mundo, pois apresenta facil
reproducdo, sdo onivoras 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
aceitacéo no mercado e ndo apresentam espinhos em formato de “Y”. Essa qualidade
estd associada ao fato da tilapia-do-nilo se adaptar a qualquer dieta e quando sao
submetidas a dietas artificiais desde seu estagio larval crescem saudaveis,
proporcionando filés de 6tima qualidade. (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS, 2004).

Outro fator que facilita sua criacdo é a adaptacdo ao sistema de producdo em
tanques-redes, que tem como caracteristica a renovacdo de agua, removendo 0s
metabdlitos produzidos pela tilapia, aumentando o desempenho e adaptacdo em
sistemas intensivos de producédo (VICENTE et al., 2014).

As tilapias-do-Nilo tém alta capacidade de reproducao e sua maturidade sexual
€ atingida entre 0 3° e 0 4° més. Elas apresentam crescimento acelerado quando
submetidas a criagéo intensiva (VICENTE et al., 2014).

A producédo de tilapia-do-nilo é a que mais cresce no mundo, é a segunda
espécie mais cultivada no mundo e a primeira no Brasil, ficando atrds somente do
Chile na américa do sul (VICENTE et al., 2014).

O Ceara é considerado o principal consumidor de tilapias no Brasil e no mercado
exterior os Estados Unidos e a Espanha sdo os maiores consumidores da producao
brasileira.Essa comercializacéo internacional ocorre na forma de filés congelados ou
0 peixe inteiro congelado (CANAL RURAL, 2018).

Além disso, ainda é exportada a pele da tilapia-do-nilo que é rica em colageno e
gue é utilizada tanto na industria farmacéutica quanto alimenticia (CANAL RURAL,
2018).
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A producdo desse peixe movimenta a industria de alimentos, servigos e
medicamentos, devido a sua importancia e distribuicdo pelo pais, e a espécie foi eleita
como modelo biolégico do presente estudo para avaliar os efeitos imunoestimulantes
do B-glucano (AZEVEDO-SANTOS, 2011).

2.2Enfermidades Comuns Presentes Na Piscicultura

Em 1939 houve o primeiro relato sobre a bactéria gram - positiva intracelular e
gue continua sendo um importante agente oportunista, reconhecida como principal
causa de zoonose. Além do homem, ela também possui uma variedade de
hospedeiros, como céo, gatos, peixes, sendo a tildpia a mais sensivel entre eles. Por
isso, diversas fazendas tém sofrido com surtos continuos de infeccéo por esse agente,
gerando perdas econdémicas (XIAO-LI et al., 2019; ZHU et al. 2017).

Os microorganismos podem ser primarios, quando possuem a capacidade de
causar a doenca em qualquer situacdo, e podem ser oportunistas, quando né&o
provocam doencas em situacOes favoraveis (GALLINI, 2019).

A S. agalactiae estd presente em varias culturas de peixes, como Schizothorax
prenanti, Aristichthys nobilis, Francisella tularensis, Trachinotus ovatus que € a doenca
mais presente na China (ZHANG et al., 2019).

Além da infeccdo por S. agalactiae, a industria produtora de tilapia sofre com
mais dois patdégenos, Aeromonas hydrophila e a Flavobacterium columnare. Estes sao
geralmente conhecidos por infectar tilapias no primeiro més apdés a mudanca para
tanques naturais ou cultura em gaiolas (AMPHAN et al., 2019).

Animais infectados por S. Agalactiae apresentam sintomas, como anorexia,
natacdo em espiral, opacidade da cornea, devido a invasao desse agente no cérebro,
figado, baco e rim (XIAO-LI et al., 2019; WANG, 2016).

Atualmente estudos realizados transcriptoma estéo sendo utilizados em tilapias-
do-nilo com infec¢ao por S. agalactiae para buscar mudancas de transcricéo de genes
gue ocorrem apos a infeccdo no baco e no rim (XIAO-LI et al., 2019).

Apés a infecgcdo desse agente, muito genes relacionados com o sistema imune
ja foram encontrados, mostrando uma importante resposta imunoldgica da tilapia no

estagio inicial da infeccao por S. agalactiae (XIAO-LI et al., 2019).
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Devido a sua importancia mundial utilizamos a infeccdo por Streptococcus
agalactiae em tilapias-do-nilo que foram vacinadas, para averiguar se mesmo
imunizadas a infeccdo por esse agente influenciaa expressdo de genes ligado ao

sistema imune.

2.3Sistema Imune Dos Peixes

O sistema imune € um mecanismo biologico de defesa que atua na protecao do
organismo contra microrganismos, toxinas ou células malignas. Sua forma de atuacgao
pode ser divido em inato ou ndo especifico e especifico ou adquirido, que atuam
conjuntamente para destruir invasores e para gerar processos de memoria
imunolégica (BAYNE; GERWICK, 2001; SOUZA et al.,2019).

A funcéo do sistema imune inata é direcionada contra microrganismos e material
genético estranho de forma inespecifica, diferente do sistema imune adquirido que
ataca antigenos de forma especifica, presente em microrganismos, produzindo
linfocitos T e anticorpos (BILLER-TAKAHASHI et al, 2014). Quando o organismo
produz resposta contra agentes infecciosos virais, fangicos, parasitarios ou
bacteriano, as chances desse agente invadir e se instalar nesse organismo sdo muito
menores (ELLIS, 2001).

2.4Sistema Imune Inato Ou N&o Especifico

O sistema inato é a primeira defesa que o organismo possui, inclui a barreira
fisica da pele e do muco; bem como os componentes celular e humoral (ABREU, 2007,
SOUZA et al.,2019). Além dessa primeira barreira, existem varios componentes do
sistema imune que estao 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 fungédo de reconhecer por¢cdes que sao denominadas
PAMPS (Pathogen associated molecular patterns) originadas de agente infecciosos
ou microrganismos como peptidioglicanos, lipopolissacarideos, DNA bacteriano ou
RNA viral (VAN BEEK et al., 2006). O reconhecimento desses componentes nao
proprios 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 ha o reconhecimento entre os
PRRS e PAMPS gera uma cascata de sinalizagao intercelular, estimulando a liberagao
de diversas citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas IL-18, 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 o0s
PRRs, devido ao fato de existir inUmeras células procariéticas e virus no ambiente
aquéatico, promovendo uma grande adaptacao dos peixes (MAGNADOTTIR, 2006).

Outra parte importante do sistema imune € a presenca de células fagociticas que
desempenham um papel importante na regulacdo do sistema imune, pois elas
trabalham conjuntamente com o sistema imune inato e o adquirido (ABREU, 2007).

Existem duas vias de atuagéo do sistema imune inato: a imunidade humoral que
€ mediada por moléculas encontradas nos fluidos corpéreos como a lisozima,
interferon, lectina e sistema complemento, entre outras, e a imunidade inata mediada
por células que estdo associadas as células do sistema imune (SHOEMARKER et al.,
2001).

2.4.1 Barreiras de defesa

O sistema inato conta com uma barreira fisica constituida pela pele e muco,
formando a primeira linha de defesa contra patdgenos. O muco € uma camada viscosa
gue recobre todo o tecido epitelial dos peixes (GUARDIOLA et al., 2017).Ele é formado
por 95% de agua e glicoproteinas conjugadas com oligossacarideos, proporcionando
grande adesividade impedindo que os invasores alcancem as células do epitélio
(MESTECKYet al.,). A pele e 0 muco consistem também em uma barreira quimica,

pois contém citocinas, glicoproteinas, lisozima, imunoglobulinas, proteinas do sistema
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complemento e enzimas antimicrobianas com ac¢fes inibitérias de patdgenos
(URBINATI; CARNEIRO, 2004).

2.4.2 Componentes do sistema inato humoral

O sistema inato humoral atua através de diversos componentes solUveis nos
fluidos corporeos. O meio aquatico possui uma infinita diversidade de agente virais,
fungicos e bacterianos, por esse motivo, 0s peixes desenvolveram mecanismos contra
invasdo bacteriana que incluem ativacdo do sistema complemento, da atividade da
lisozima, citocinas e fagocitose (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014).

Existem também fatores de inibicdo de crescimento bacteriano que tem como
funcdo evitar a propagacdo da colbnia, dentre eles as antiproteases, que sao
proteinas proteoliticas que atuam sobrebactérias que destroem os tecidos dos peixes,
as lisinas, que sdo peptideos antibacterianos que atacam as membranas dos
patégenos (BILLER-TAKAHASHI et al, 2014).

2.4.3 Sistema complemento

Presente no plasma sanguineo, o sistema complemento, tem papel fundamental
no reconhecimento de bactérias e possui a funcédo de lisar as células bacterianas
aumentando a atividade fagocitica (ELLIS, 2001). O sistema complemento € composto
por proteinas sollveis que realizam a inativacdo de toxinas liberadas por bactérias e
atuam também na mediacao do processo inflamatério e na fagocitose (SECOMBES;
CHAPPELL,1996).

A ativacdo do sistema complemento ocorre por trés vias: via alternativa, via
lectina e pela via classica. A ativagdo do sistema complemento pelo via alternativa
acontece através do arranjo do componente C3 na superficie do patégeno, ja pela
segunda via ocorre pela ligagdo de proteinas que se ligam a manose e pela via

classica o sistema é ativado pela ligacdo de imunoglobulinas com os antigenos que
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podem ser fungos, bactérias e virus (GALLANI, 2019; KREUTZ, 2017; SECOMBES;
CHAPPELL,1996).

O C3 ¢ a forma ativa de varios genes e possui uma variedade de isoformas em
peixes responsavel pela diversidade imunologica. Para que ocorra o funcionamento
das trés vias, o gene C3 atua mediando a inflamacéo, atacando membranas de
microorganismos, fazendo interagdes com superficie celular e proteinas estranhas
(GALLINI, 2019).

Além do complemento, o plasma conta com varios fatores que inibem o
crescimento bacteriano, como a lisozima que ajuda diminuir a taxa de multiplicacao
de patdégenos (ELLIS, 2001).

2.4.4 Lisozima

A lisozima € uma grande aliada do sistema de defesa ndo especifico, devido a
sua capacidade de promover protecao contra patégenos. Ela € uma enzima de origem
leucocitaria que é encontrada principalmente em locais mais suscetiveis a invasao
bacteriana (SAURABH; SAHOO, 2008).

E responsavel por mediar a prote¢do dos peixes contra microorganismo, sendo
ela um dos principais parametros utilizados para avaliar a atividade do sistema
imunolégico do peixe (GALLINI, 2019)

Em consequéncia da origem leucocitaria, a lisozima é encontrada em maior
guantidade no rim cranial, trato digestorio e baco devido a alta concentracdo de
leucécitos presente nesses tecidos, que sdo somenteutilizados para analise de
expressao génica (ABREU, 2007; GALLANI, 2019).

Ela est4 presente no muco, ovos, sangue e em varios tecidos onde existem
leucdcitos e sua principal atuacdo é sobre a parede de bactérias gram-positivas e
negativas. (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014).

Existem algumas proteinas que podem estar em elevadas concentracdes apos
a invasao de patdgenos ou por algum trauma, tais como C3 do complemento, lisozima,
lectina, entre outros. Esses componentes humorais sao conhecidos como proteinas

de fase aguda e séo produzidas em sua maior parte pelo figado (ABREU, 2007).
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Ela possui acdo tanto bactérias gram-positivas quanto negativas, é ativadora do
sistema complemento, de fagocitos e tem acdo opsonizante. Recentemente foi
descrita uma nova acao da lisozima que seria acao anti-inflamatéria que pode ser
notada durante como pos-infecgéo. (GALLANI, 2019).

Porém, a atividade da lisozima depende de algumas caracteristicas do
organismo, como idade, sexo, pH da agua, nivel do estresse e presenca 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
organica, como o0s granuldcitos, mondcitos, macrofagos e células natural Killer
(ELLIS,1999). Os macréfagos tém a funcdo fundamental de secrecdo de enzimas
lisossomais, do complemento e protaglandinas (URBINATI; CARNEIRO, 2004). Além
de atuar na fagocitose, os macréfagos também estéo presentes no processamento e
apresentacao de antigenos aos linfocitos; e controlam os mecanismos de acdo do
sistema imune através da secrecdo de varias 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 inflamatorias, atraindo fagécitos
(macréfagos e neutrofilos) para destruir esse patdogeno (URBINATI; CARNEIRO,
2004).

A inflamacdo € outra forma de resposta do sistema inato contra agentes
infecciosos, mediada por compostos celulares e humorais. ApOs a deteccéo desses
agentes, ocorre a migracao de células de defesa através da dilatacdo dos capilares
(MAGNADOTTIR, 20086).
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2.5Sistema Adquirido Ou Especifico De Defesa

O sistema especifico encontra-se em todos os vertebrados com excecdo dos
peixes da classe Agnatha (HOLLAND; LAMBRIS, 2002). O sistema adquirido € capaz
de reconhecer, reagir e distinguir diversas substancias, incluindo moléculas com muita
semelhanca, e gerar memaria imunoldgica (ABBAS; LICHMAN 2004). Diferentemente
do sistema imune inato, o sistema imune especifico necessita da presenca do
antigeno para de sencadear reacfes que resultardo no aumento de anticorpos
especificos para tais invasores, promovendo ainda meméria imunolbgica
(BERNSTEIN et al., 1998).

Apoés o reconhecimento do agente invasor pelo sistema imune inato, algumas
células apresentadoras de antigenos (CAA) conhecidas como macréfagos, células
dendriticas e linfocitos B transformam os invasores em particulas, desencadeando
uma resposta imune (ABBAS; LICHMAN, 2004).

O linfécito T reconhece o material antigénico somente na presenca de
componentes  humorais  especificos 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 séo divididas em classe | e II. As moléculas
de classe | estimulam a apresentacdo de antigenos derivados de peptideos
endogenos (células tumorais ou agente intracelular) para os linfocitos e ligam-se as
células T citotoxicas (glicoproteina CD8) (KLEIN et al., 2007) enquanto as moléculas
de classe Il promovem a apresentacdo de antigenos derivados de peptideos
exdgenos (bactérias, virus, parasitas e fungos) a estes linfocitos e ligam-se as células
T auxiliadores (glicoproteinas CD4) (KLEIN et al., 2007).

As respostas do organismo frente a um patégeno séo influenciadas pela ligacao
e apresentacdo do antigeno para as células, pois as moléculas do MHC néo
apresentam especificidade, sendo assim, cada molécula do complexo pode ligar-se
com varios tipos de antigenos (KLEIN et al., 2007). Depois do reconhecimento, sao
liberadas citocinas que atuam ativando outras células, tais como macroéfagos,
linfécitos B e outras células fazem a eliminagdo do microrganismo através da
fagocitose (ELLIS, 2001).
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Na busca da preservacéo da vida, sistema imune inato e o especifico trabalham
de forma conjunta frente ao um organismo invasor (SECOMBES; CHAPPELL, 1996).
As células T possuem a funcdo de ativar células de defesas como linfocitos B,
linfécitos citotoxicos e macrofagos, através da liberacdo de citocina no organismo.
Depois de ativados, os linfécitos B produzem anticorpos que ligam-se ao
microrganismo, iniciando assim a fagocitose, promovendo a neutralizacdo e
opsonizacao do agente (ROBI et al., 2003). A ativacdo dessas células demostra que
0s sistemas inato e especifico atuam simultaneamente ou isoladamente frente a
ameaca de um invasor (GOLDSBY et al., 2002).

2.6Citocinas

As citocinas sdo componentes essenciais na comunicacao do sistema imune e
regulacdo de respostas de defesa (AROSA e CARDOSO, 2012). Em peixes, 0
sequenciamento e analise de expressao génica de citocinas sdo alvo de diversos
estudos. Sdo produzidas por leucdcitos e liberadas no meio extracelular. Elas séo
divididas em familias, tais como interferon (IFN) interleucinas (IL), quimiocinas, fatores
de estimulacédo de colénias (CFS) e fator de necrose tumoral (TNF) (SAVANet al.,
2003).

Entres as categorias, as interleucinas sobressaem entre as outras por suas
carateristicas imunorreguladoras, além de atuarem na supressdo e estimulo do
sistema imunolégico (GALLANI, 2019).

Dentre a literatura € possivel encontrar inimeras interleucinas descritas, s6 a
familia da IL-1 possui mais de 11 descritos em mamiferos. Em peixes, uma das mais
conhecidas é IL-1B que é pré-inflamatéria. Ja na familia da classe Il das citocinas,
encontramos a IL-10 que € um citocina anti-inflamatoria.

Os principais avangos sobre 0s genes de citocinas de peixe foram obtidos no
baiacu e peixe-zebra, realizado pelo projeto “genénima comparativa” (XIAO-Llet al.,
2019).
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Em resumo, as citocinas sdo produzidas ap6s a invasdo do patdgeno e
impulsionam sinais inflamatorios que regulam a estadia do residente e depois ativam
fagdcitos para destruir o patdégeno (XIAO-Llet al., 2019).

Algumas citocinas inflamatérias, como TNF-a (tumour Necrosis Factor-a),
interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6) sdo responsaveis em ativar celular T e B
(VIZONI et. al., 2008; WEI et al., 2018).

Algumas células de defesa, como macrofagos e células dendriticas liberam
citocinas que ativam os fagécitos para realizarem sua funcédo de fagocitar (ABREU,
2007). Além disso, as citocinas estdo envolvidas nos mecanismos de defesa contra a
invasdo bacteriana atraves do processo de inflamacéo, pois séo liberadas pelo tecido
lesado citocinas pro-inflamatorias e citocinas anti-inflamatérias, que atuam para
diminuir o processo inflamatério. Elas também estédo presentes na hematopoese, pois
elas atuam como receptores fazendo todo o controle celular de proliferacéo,
diferenciacédo, maturacédo e funcdo (BILLER-TAKAHASHI, 2014)

A IL-1B e a TNF-a sao citocinas importantes para a manuteng¢ao da resposta do
sistema imune, por isso varios estudos estdo sendo feitos através de sua expressao
para estudar as variagdes na resposta imune (DAWOOD et al., 2020).

A IL-1B é uma citocina pré-inflamatéria que aumenta os efeitos antibacterianos
nas células hospedeiras e também a fagocitose. A IL-10 € uma citocina anti-
inflamatdria que é ativada para diminuir os efeitos da inflamacg&o apds a invasao no
animal por algum patdgeno (ABDELHAMID; ELSHOPAKEY, 2020).

O estudo das interleucinas € algo bem complexo, pois existe uma variedade de
interleucinas e cada uma com diversas funcdes e caracteristicas génicas, por esse
motivo é importante estudar melhor as citocinas para entender melhor seu

funcionamento.

2.7Genes Do Sistema Imune

O crescimento da piscicultura tem gerado inUmeras pesquisas associadas a
genética e a imunidade para aprimorar a producao de peixes. Estas buscam entender
0 mecanismo do sistema imune frente ao desafio de um patégeno, para tentar criar

medias para mitigar a perca econémica (GALLANI, 2019).
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Para tanto, alguns genes tém sido muito estudado devido sua importancia para
o funcionamento do sistema imune, dentre eles estdo: lisozima, proteina chave do
sistema complemento (C3 e C4), proteina de choque térmico 70kb (HSp70),
interlucina 10 (IL-10), interleucina 6 (IL-6), interleucina 12 (IL-12), fator de necrose
tumoral(TNF-a), interferon (IFN) (GALLANI, 2019).

A interleucina 6 se destaca nos estudos génicos devido sua funcdo na regulacéo
celular, diferenciacdo de células T e producao de imunoglobulinas. A TNF-a € bastante
estudada por estar envolvida em inflamagdes sistémicas e na regulacdo das células
imunes (HONG et al., 2013; CHEN et al., 2012) Os TNFs possuem elevada atividade
antiviral e sdo muito estudados em regides que possuem o clima frio (ZOU;
SECOMBES, 2011).

A expressao do gene C3 é de extrema importancia, pois ele tem a funcao de
regulacdo das proteinas centrais do sistema complemento, sendo ele importante
contra acdo de microorganismos. O gene da lisozima atua tanto em infeccbes
bacterianas quanto parasitarias (PENG et al., 2017; CARBALLO et al., 2017)

A IL-10 é a principal citocina anti-inflamatoéria, que tem a funcdo de limitar a
inflamacéo através da regulacdo das células imunes, diferente da IL-1B que € uma
citocina pro-inflamatoéria que permite a iniciagdo do processo inflamatoério (KARAN et
al., 2016)

Para o presente estudo, oito genes incluindo citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatérias (IL-18, TNF-a, IL-6 e IL10), peptideos antimicrobianos, tais como:
lisozima (Lys), do sistema complemento C3, Hsp70 e um anticorpo IgM, foram
escolhidos para serem avaliados se hé influéncia da suplementacdo da dieta com o

B-glucano na expressao dos genes no rim cranial e no bago de tilapias-do-Nilo.

2.8Anticorpos

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) sdo expressas na membrana do linfécito
B ou secretadas pelos plasmacitos (linfécitos B ativados) (GOLDSBYet al., 2002).
Diferente dos mamiferos, nos peixes a imunoglobulina prevalente € a IgM que é uma

proteina com sitios para reconhecimento do antigeno, mas também s&o 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, sédo formados os receptores antigénicos
dos anticorpos, formando um rearranjo génico ordenado, onde sao selecionados de
acordo com a afinidade de ligacédo ao antigeno, caso a afinidade seja baixa, as células
morrem ou deixam células de memoria (TIZARD, 2002).

Os anticorpos estdo presente no sistema digestério, branquias e pele, lugares
especificos para evitar a adesdo de bactérias na superficie celular (ELLIS, 2001).
Alguns sistemas dependem dos anticorpos para serem ativados, tais como o sistema
de complemento que € ativado pela via classica e promove a estruturacdo de
proteinas na parede celular de patdgenos, 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 presenca do antigeno, pela
imunizacao artificial, motiva o aumento das concentracbes dos anticorpos no soro
(HORDVIK, 2002; ROSS et al., 1998).

2.9Tecidos E Orgdos Do Sistema Imune

Diferente dos mamiferos, os peixes ndo possuem medula éssea, mas sim,
tecidos que apresentam fungdo imuno-enddcrina que séo responsaveis pelo sistema
imunoldgico nos peixes, tais como, tecidos mieloides e linfoides, rim, timo e baco
(PRESS; EVENSEN, 1999; ABREU, 2007).

O rim é um dos 6rgdos essenciais para o sistema imune, desempenha papel
fundamental nos peixes, e poderia ser comparado com a medula éssea nos
mamiferos (MESEGUER et al.,, 1994), uma vez que a formagdo, maturacdo e
diferenciacdo de células sanguineas ocorrem nesse tecido. Além disso, séo
encontrados agregados de células reticulares, macréfagos e linfocitos, que estéo
relacionados a captura de antigeno e a memaria imune (BRATTGJERD; EVENSEN,

1996). No peixe adulto, a porcédo anterior do rim € a mais importante, pois ha uma
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grande concentracao de células de defesa, onde acontece a producéo e diferenciacao
das células, como de leucdcitos, granuldcitos, linfécitos B, mondcitos e macrofagos
(TORROBA; ZAPATA, 2003).

Outro 6rgdo importante no sistema imune € o bacgo, onde o0s antigenos
permanecem retidos para 0 seu processamento e apresentacdo para o linfécito T
(SOLEM, 2006). Esse 6rgdo nos peixes assemelha aos mamiferos, pois nos
mamiferos ele é dividido em polpa branca responsavel pela hematopoese, e polpa
vermelha pela fagocitose celular (PRESS; EVENSEN,1999).

Na literatura, o baco nos peixes tem alta capacidade de producéo de anticorpo
e possui a funcdo de armazena-los, mas também esta relacionado com reativacao de
células B de memdéria em tilapias (ETO et al., 2018)

O timo é um 6érgado duplo que esta localizado atrds do opérculo sendo
considerado um importante local para o desenvolvimento e maturacéo de linfocitos T,
embora ocorra a involucéo desse 6rgado em peixes adultos, mas pode variar de acordo
com a espécie (TORROBA; ZAPATA, 2003).

O figado tema funcgédo de produzir proteinas da resposta inflamatoéria e do sistema
de complemento, apresentando assim as mesmas funcdes observadas em mamiferos
(DALMO, 1997). Outra estrutura aliada aos tecidos linfoides sdo as mucosas do trato
gastrointestinal, branquias e pele. No muco produzido por esses tecidos existem
diversos componentes do sistema inato de defesa como, lisozima, imunoglobulinas,
proteinas do sistema complemento (DALMO, 1997).

Abaixo na (Figura 1) pode-se observar todos os tecidos linfoides do peixe, 0s

quais regulam o sistema imunolégico.

Figural - Tecidos linfoides dos peixes composto pelo timo, rim cranial ou cefalico,

baco e epigastro.
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Rim cefalico
~ (pronefro)

\\Epcgastuo
Baco

Fonte: Tizard (2014). Adaptado por Rodrigues (2020).

2.7 Células Inatas e Do Sistema Adquirido

O rim, timo, baco e tecidos mieloides sédo responsaveis em produzir células de
defesa do sistema imune inato (macréfagos, mondcitos, eosinofilos, neutrofilos,
células natural killer, fatores sollaveis, tais como, lisozima, proteinas do sistema
complemento, entre outros (CRUVIEL et al., 2010) e no sistema imune adquirido sé&o
responsaveis em produzir CAAS (macréfagos, células dendriticas, células natural
killer e linfocitos T e B).

No processo inflamatério os macréfagos potencializam a ativacao de linfocitos e
através da expressao de moléculas liberam citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-
6, IL-12, TNF-a e quimiocinas (CRUVIEL et al., 2010).Outras células que sao
importantes na defesa inespecifica sdo as células Natural Killer (NK), que tém papel
fundamental no reconhecimento e rompimento de células infectadas por patégenos, e
sdo responsaveis pelo recrutamento de neutrdéfilos, macréfagos, ativacdo de células
dendriticas e linfocitos T e B (CRUVIEL et al., 2010).

As células dendriticas sédo responsaveis por fazer uma ponte entre a imunidade
inata e adaptativa, através da captura e apresentacao de antigenos para os linfécitos,
além de atuarem na inflamacéo e séo decisivas para determinar a ativacdo e o tipo de
imunidade mediada pelos linfocitos (CRUVIEL et al., 2010)
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Os neutrofilos sdo leucécitos essenciais nos processos de inflamacdo e sao
ativados por estimulos, como contato bacterianos, quimiocinas e citoxinas. Além disso
esses leucécitos possuem a funcdo fagocitaria e sobre degranulacao, liberando
granulos no meio extracelular (CRUVIEL et al., 2010).

Os mondcitos sao células imaturas que constituem até 8% dos leucécitos e que
dado origem aos macrofagos. Eles sdo fagocitos que englobam, processando
microrganismos e apresentam antigenos estimulando a resposta mediada por
linfécitos (CRUVIEL et al., 2010).

Os basdfilos sdo leucdcitos, que constituem cerca de menos de 1% dos
leucécitos do sangue periférico e podem ser recrutados para sitios inflamatérios em
conjunto com eosindfilos (CRUVIEL et al., 2010).

Os eosindfilos sdo granulécitos importantes no processo de infeccdo parasitaria
e reacdes alérgicas por moléculas de adesdao e quimiocinas. Quando ativados,
induzem a inflamacao e liberam os contetdos dos granulos que contém proteinas
basicas, proteinas catidnicas, neurotoxina e peroxidase eosinofilica (CRUVIEL et al.,
2010).

Os linfocitos B sao produzidos pincipalmente pelo rim cranial e eles produzem
até 50% de todas as células sanguineas que pode variar de acordo com a espécie de
peixe (HANSEN et al., 2005).

Eles sdo responsaveis em expressar moléculas especificas nas suas
membranas que sdo denominados anticorpos que podem se tornar células de
memoéria ou se diferenciar em outro tipo celular, tais como plasmadcitos células
derivadas da maturacéo do linfocito B e que produzem imunoglobulinas (ZHAO et al.,
2008).

Os linfécitos T séo produzidos principalmente pelo timo e como o linfécito B, ao
entrar em contato com o agente invasor, pode se diferenciar em células auxiliares,
citotoxicas e de memoaria, sendo 0os de memoria responsaveis em responder a uma
segunda invasao. Eles tém papel fundamental nas respostas especificas por atuarem
sobre macrofagos promovendo a producao de espécies reativas de oxigénio (TIZARD,
2002).

Os linfocitos T auxiliares contém receptores para reconhecer antigenos
especificos, porém isso s6 acontece quando esses antigenos sdo processados por
células apresentadores de antigenos e ligados a um agente facilitador, no caso MHC
de classe 2 (TIZARD, 2002).
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Ja os linfocitos T citotoxicos sdo responsaveis na defesa do sistema imune
contra microrganismos intracelulares (bactérias e virus) e células tumorais, através da
apoptose para evitar disseminacao do agente pelas células vizinhas (TIZARD, 2002),
porém eles necessitam de facilitadores MHC de classe 1 para fazer o reconhecimento
do antigeno para assim, promover a morte celular do invasor (GOLDSBY et al., 2002).

Assim, existe uma relacdo do sistema inato com adquirido que é realizado pelas
células de defesa do organismo (células dendriticas e macréfagos), que apls a
destruicdo, apresenta 0 agente invasor, com auxilio do MHC classe 2, para linfocito T,
desencadeando uma resposta adquirida mediada por células (TIZARD, 2002).

Os orgaos sao do sistema circulatorio para realizar suas fungdes, pois ele possui
substancias indispensaveis para que o organismo funcione hum completo equilibrio
(RANZANI-PAIVA et al., 2013). Ele estende-se por todo o corpo do animal, irrigando
todos os tecidos orgéanico, com excecdo do epitelial e cartilaginoso (PAIVA et al.,
2013). O sangue € um tecido liquido, mével e que tem a funcdo de transportar gases
respiratorio, nutrientes e regular a pressdo osmoética, pH, temperatura e niveis de
horménio. Através dele, podemos obter informacdes fisioldgicas e, bioquimicas sobre
o estado do organismo (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

O sague € composto por células vermelhas, hemacias e hemoglobina, que sdo
responsaveis pelas trocas gasosas no organismo. Atraves dele que € possivel realizar
analises dos parametros hematiméticos (CUESTA et al. 2002, ISPIR; DORUCU,
2005).

Além dos das células vermelhas, o sangue é composto por células brancas que
sao células do sistema imune, os leucdcitos e trombdcitos, que fazem a defesa desses
organismos contra agente invasores (ANDERSON et al., 1992)

Assim como qualquer outro vertebrado, nos peixes, a quantidade e a proporgéo
das diferentes células no sangue evidenciam o estado fisiologico do organismo
durante esse periodo de vida (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Para assegurar a sobrevivéncia no ambiente aquatico, os peixes desenvolveram
inUmeras estratégias adaptativas para suportarem extremas variagbes de
temperatura, pressao, pH e outros. Uma dessas adaptacdes é utilizar orgaos
diferentes para produzir células sanguineas, quando o Orgao principal esta afetado
por alguma enfermidade (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

Variacdes nos elementos sanguineos dependem de fatores endégenos como

sexo, peso, comprimento, estado nutricional e doencas, 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 € a producéo intensiva, ja que
devido ao manejo inadequado acaba gerando estresse, imunossuprimindo esses
animal. Para tentar mitigar esse cenario as imunoestimulantes podem atuar sobre o

sistema imune, potencializando a produc¢éo das células de defesa (SOUZA, 2010).

2.8B-Glucano

Os B-glucanos sao formados de polissacarideos naturais que sdo elementos
fundamentais da parede celular e que podem servir como armazenamento de energia
em bactérias, fungos, leveduras, algas e plantas (STIER et al.,2014).

Séo formados por monémeros de D-glicose e na maioria dos casos exibem uma
espinha dorsal, com cadeira laterais de D-glicose que fazem ligacdes (1,3) — B ou (1,6)
— B, que determinam sua efetividade como imunomoduladores, pois facilitam a
estimulacdo dos mecanismos de defesa ndo especifica dos animais (STIER et
al.,2014; FIGUEIRAS et al.,1998).

Os estudos dos B-glucanos tiveram inicio no século passado, quando
observaram o efeito imunomodulador de uma fragéo insolivel em leveduras. Depois
desse acontecimento, foram encontrados ndo so6 efeitos na satde 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 ndo especificos, como potencializacdo das células fagociticas ou
potencializacdo das células citotéxicas (ANDERSON, 1992).

Por esse e outros motivos, diversos produtos utilizando o $-glucano como base
estdo sendo desenvolvidos para aumentar a produtividade e a imunidade dos peixes
presentes na producdo (WHITTINGTON et al., 2005).

Quando ha alguma invasdo por patdgeno no organismo, 0s macréfagos

processam 0 B-glucano em fragmentos menores que sdo capazes de ligar-se as
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células por receptores O B-glucano tem a fungcdo de auxiliar na ativacdo de células
imunes inatas, para uma resposta contra um estimulo indesejavel (STIERet al.,2014).

Além disso, aumenta a concentracdo de proteinas liticas, como lisozima e as do
sistema complemento (ESTEBAN et al., 2000).

Ele pode ser administrado de diversas formas, tais como, por injecao,
suplementado na dieta e até por imersdo na agua, sendo que os efeitos
imunoestimulantes do B-glucano continuam semelhantes até mesmo em espécies
diferentes (PETIT; WIEGERTJES, 2016).

Quando administrado em dietas para animais, o B-glucano é considerado um
PAMP (Pathogen associated molecular patterns), pois é reconhecido por receptores,
fagocitado e processado por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (GOODRIDGE
et al., 2011). A fagocitose € um mecanismo essencial para a destruicdo de patdogenos
como também para o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
que sdo fundamentais na destrui¢éo de invasores (PETIT; WIEGERTJES, 2016).

S&do usados também diversos vegetais que possuem ac¢aos imunoestimuladora
como: babosa (Aloe Barbadensis) linhacga (Linum usitatissimim), alho (Allium sativum),
entre outros (RODRIGUES et al., 2020).

As plantas, sdo atualmente fontes importantes para o tratamento de doencas em
peixes, pois ha grande disponibilidade, amplo potencial de acéo, baixo custo e sédo
biodegradaveis. (RODRIGUES et al., 2020).

Por tanto, a utilizacdo de imunoestimulantes na piscicultura € bastante
importante para mitigar os efeitos de manejos que causam estresse nos animais,
como transporte, transferéncia e vacinacdo. Além disso, também séo indicados para
usona larviculturas e alevinagem que sao fases, nas quais o peixe fica mais suscetivel
a doencas (RODRIGUES et al., 2020; HARIKRISHMAN et al., 2011).

O B-glucano se mostrou positivo na reducdo da concentracdo de cortisol, 0 que
indica que a suplementacao desse produto pode servir como redutor das respostas
de estresse (GARCIA, 2004).

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

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

injecdo ou imersao, sendo a injecéo intraperitorial € a mais eficiente, porém a que mais
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causa estresse. A mais utilizada € 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 utilizacdo de quimioterapicos,
vacinas e imunoestimulantes em comparacdo da eficiéncia espectro e duracéo
(Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacéo entre quimioterapicos, vacinas e imunoestimulantes
(RODRIGUES et al., 2020 adaptado de SAKAI, 199)

Aspectos Quimioterapicos Vacina Imunoestimulantes
Situacao de uso Terapeutico Profilatico Terapeutico/Profilatico
Eficacia Excelente Excelente Excelente/Boa
Espectro Meédio Limitado Largo
Duracao Curta Longa Curta

Fonte: Elaborado pela autora.
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do B-glucano em tilapia- do-
nilo vacinadas e desafiadas com Streptococcus agalactiaeinativadas sobre a
imunidade, pela expressdo de genes dasinterleucinas 1 beta (IL-1B), (IL-6), (IL-
10),fator de necrose tumoral (TNF-a), imunoglobulina M (IgM), proteinas de choque
térmico de 70 kilodaltons(Hsp70), lisozima (Lys) e C3 do complemento em baco e em

rim cranial.

3.10bjetivos Especificos

() Avaliar se o B-glucano promove protecdo mais duradoura, avaliada pelo
desafio pds vacinacao em tilapias;

(I) Avaliar se ha interacdo benéfica entre a administracdo do B-glucano e a
vacinacao em tilapias;

(111 Avaliar se h& efeito do B-glucano sobre a expressdo de genes do sistema

imune de tilapias;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1Condic¢oes Do Biotério

Foram utilizadas 24 caixas de polietiieno, cobertas tampadas com telas
impedindo escape dos peixes. O sistema de agua era aberto com renovacao diaria e
monitoramento regular da temperatura da agua mantida a 26 + 1°C. Devido as
disposi¢cBes das caixas, foi preciso cobrir a janelas e fazer a instalagdo de luminarias
para que todas as caixas tivessem acesso as 12h no periodo diurno e noturno.

Foram utilizados termostatos para manter a temperatura constante de 26 + 1°C
para que ndo houvesse influéncia no desempenho alimentar dos peixes. O oxigénio
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 tilapias—do-nilo juvenis,
revertidas, provenientes de piscicultura da regido de Santa Fé do Sul - SP, com 0 peso
inicial médio de 80g. Os peixes foram distribuidosem24 caixas (18 peixes/caixa) e
alimentados com dieta comercial durante o periodo de aclimatacdo que iniciou em 01
de abril de 2020 e terminou no dia 21 de abril de 2020. Apés o periodo de aclimatacéo,
0 experimento foi iniciado no dia 22 de abril e terminou 18 de junho de 2020.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
uso de animais, no dia 12/07/2018, registrada com o n° 16/2018R1- CEUA). Seguindo
as normas segundo a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, que estabelece normas

para criacao e utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica.
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4.3Dieta

Para o experimento, foram confeccionadas duas dietas: Uma dieta controle (livre
de B-glucano) e uma dieta experimental (0,1% de B-glucano), preparadas no Instituto
de Pesca de S&o José do Rio Preto — SP e formuladas de acordo com as exigéncias
da espécie (Tabela 2).

As dietas foram feitas com alimentos pesados, pré-misturados e moidos em
triturador tipo martelo com peneira de 0,8 mm, aos quais foram incluidos os
suplementos minerais. Em seguida, foi incorporado na dieta experimental,0,1% de [3-
glucano. A mistura foi umedecida com agua a 50°C e submetida ao processo de
extrusdo com matrizes de 2,5 mm e, posteriormente, seca em estufa de ventilagéo
forcada por 12 horas a 55°C, resultando em um produto com cerca de 10% de
umidade.

As dietas foram armazenadas em potes plasticos e conservados em geladeira
durante todo o experimento.

Os peixes foram alimentados durante 60 dias com as dietas experimentais

balanceadas na propor¢éao de 3% do peso corporal por dia.
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Tabela 2 - Formulacao da racéo da dieta controle e com B-glucano

Ragdo Basal
Matérias Primas
Descrigdo (%) ()
Controle Teste-B-Glucano

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

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

Fonte:Elaborado Pela Autora.

4.4Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 11
tratamentos, descritos na Figura 3, e foi delineado para avaliar a associagao entre a
administracdo de B-glucano, vacinacdo e desafio com bacterina. Inicialmente peixes
foram divididos em 2 grupos, Controle e B-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 vacinacado (3 caixas do grupo controle e 3 do
alimentado com B-glucano). Receberam mais 15 dias de alimentacdo controle ou
suplementada com B-glucano e foram amostrados aos 45 dias de experimento (30
dias apos vacinacao). Em seguida, peixes de todas as caixas passaram por desafio
por bacterina de S. agalactiae, exceto 3 caixas do subgrupo controle (controle néo
vacinado e néo desafiado). Foram realizadas amostragens em 3 tempos: 15 dias de
experimento, 30 dias apds vacinacao e 15 dias ap0s o desafio com bacterina deS.

agalactiae.
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Figura 3 - Cronograma do experimento para visualiza¢cao dos grupos e

tratamentos.

Delineamento experimental

Li—glucano +
B-glucano + / | Vacinacdo + Desafio |
/ —— B-glucano + Desafio
B-glucano /
\ B-glucano _ Co[ﬂrole + .
Vacinacdo + Desafio
Controle + /
Vacinacido Controle + Desafio
Controle / /
T Controle — Controle

Periodo

@ . . experimental
1° coleta: 15 dias 2° coleta: 30 dias 3° coleta: 15 dias
de alimentacéo apos vacinacdo apos o desafio

Fonte: Elaborado pela autora.

Tratamento 1:Alimentacdo com dieta controle durante 15dias seguida de
amostragem

Tratamento 2: Alimentacdo com -glucano durante 15 dias seguida de
amostragem.

Tratamento 3: Alimentacdo com dieta controle durante 45 dias seguida de
amostragem.

Tratamento 4:Alimentacdo com dieta controle durante 45 dias, com
imunizagcdo com vacina comercial (AquaVac® STREP SA, MSD) aos 15 dias de
experimento, e amostragem aos 45 dias de experimento.

Tratamento 5: Alimentacéo por 30 dias com B-glucano e 15 dias com dieta
controle e amostradas aos 45 dias.

Tratamento 6: Alimentados por 30 dias com B-glucano e 15 dias com dieta
controle, com imunizag&do 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.
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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: Alimentacdo com dieta controle durante 60 dias com imunizacao
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: Alimentacdo por 30 dias com B-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.

Tratamentoll: Alimentacdo por 30 dias B-glucano durante 30 dias e 30 dias
com dieta controle, com imunizacdo 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 alimentacéo, 30 dias apos
vacinacao e 15 dias apds o desafio com S. agalactiae inativada. Na figura 1 estédo
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 B-glucano, anestesiados em solucéo de
6leo de cravo (1g 10L" de &gua), individualmente pesados em balanca digital semi-
analitica com precisdo de 0,01g, medidos em ictibmetro para coleta de dados, e
sacrificados para retirada do rim cranial e o baco para avaliacdo da expressao dos
genes IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10, HSP70, IgM, C3 e Lys por gPCR RealTime.

ApOs a primeira coleta, os peixes dos tratamentos 4 e 5 foram imunizados com
vacina comercial (AquaVac® STREP SA, MSD, Sdo Paulo, Brasil) através de injecéo
intraperitorial. Apés 30 dias da imunizacgdo, 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.

Apos 15 dias do desafio, foi realizada a ultima coleta, como descrito acima, de
12 peixes por tratamento para avaliacdo das analises citadas. O rim cranial e o baco

foram armazenados em freezer -80°C até a realizacao das analises.
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4.3Realizagcdo do desafio com S. agalactiae inativada (bacterina)

Para a fase final do experimento, foi desenvolvido um protocolo de desafio
microbiolégico com S. agalactiae pelo Laboratério de Imunologia Animal —(LIA)-
UNESP Dracena, SP. As bactérias foram adquiridas do Laboratorio de Microbiologia
e Parasitologia de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da UNESP
(LAPOA-CAUNESP), cujas cepas foram isoladas e identificadas em peixes a partir de
sinais clinicos do animal doente.

O peixe moribundo passou por assepsia com alcool 70% para coletar o rim
cranial e cérebro. Os tecidos foram incubados por 24-48h a 28°C e semeados em
placas de cultura contendo agar BHI apropriado para isolar a bactéria e caracterizado
morfologicamente com coloracdo gram. Foi realizada analise molecular para
identificacdo da espécie e o teste de sensibilidade microbiana para achar a
concentragdo minima inibitoria e minima bactericida

Na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas (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 alca de semeamento e deixadas em estufa a
28°C entre 24 e 48h; Em seguida, foi medida a densidade 6tica do meio de cultivo a
625nm. Aliguotas desse meio de cultivo foram conservadas por congelamento, nas
quais foram adicionados 1:1 500uL de glicerol estéril e 500uL de meio de cultivo com
bactérias em alta DO e foram congelados a -20°C por 30 minutos antes de armazenar
a -80°C. Essas cepas estdo na FCAT e poderao ser utilizadas em estudos futuros.

Para a realizacdo do desafio, utilizou-se as bactérias que cresceram em meio de
cultivo BHI, em densidade Gtica alta, em torno de 2 (Leitura em 625nm) que passaram
por inativacdo. A inativacdo das bactérias foi feita por aquecimento em garrafa em
banho maria a 50 °C por 30 min e em seguida, lavadas com PBS 1x e ajustada a OD
para 0,37, que representa a DL50 em uma concentracdo de 1,3 x 108 UFC/mL-,
determinado previamente por estudo realizados pelo LAPOA.

Entretanto para verificacdo da concentracdo utilizada, foi realizado
plagueamento do meio de cultivo para contagem das UFCs utilizadas. Para isso, o
meio de cultivo utilizado passou por diluicdo seriada e foi semeado em placa com meio
sélido PCA (Figura 4).
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Figura 4 - Diluigbes do meio de cultura de bactérias para a contagem de células.
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Fonte:Laboratério de Imunologia Animal, (2020)

Apos a diluicéo, foram semeadas as diluicdes entre 10¢ a 1010 por triplicata. No
fundo da placa foi colocado 1mL da diluicdo, adicionado o meio PCA (por cima das
bactérias) e misturados por agitacdo em varias dire¢des. Por fim, foi deixado o meio
solidificar, fechando as placas, que foram colocadas em estufa para incubacao a 28°C

para que fosse possivel contar as bactérias.

Por ultimo, foi feita a injecéo intraperitoneal individualmente de 100uL por 10g
de peso vivo de suspenséo de S. agalactiae inativada na concentracdo del,3 x 108
UFC/mL-! 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 potencializacdo da resposta imunolégica dos peixes através de

uma terceira coleta.

4.7 Extracdo De RNAe Construcédo De Biblioteca De cDNA
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Os tecidos foram coletados e armazenados — 80°c para ser realizado a andlise
do transcriptoma de citocinas e anticorpo IL-1B, IL-6, TNF-a, HSP70, IgM, IL-10, C-
Lys e do sistema complemento C3por gPCR em Real Time.

Para a extracdo de RNA foi utilizadol ml de Trizol® LS Reagent (Invitrogen™) e
200 pL de cloroférmio, no qual, os tecidos foram adicionados e homogeneizados.
Foram centrifugados a 12.000 x g durante 15 minutos (4°c). A parte superior aquosa
foi transferida para outro microtubo onde foi adicionado o isopropanol. A amostra foi
agitada com vortex e centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos (4°c). Por fim, os
sobrenadantes foram descartados, os pellets de RNA foram lavados trés vezes com
100 uL de etanol, centrifugados, descartados os sobrenadantes e os pellets foram
deixados secar por 15 minutos, sendo, em seguida, suspensos com agua molecular.

Apés o isolamento do RNA foi feita a quantificacdo por absorbancia a 260 nm
em ng utilizando o Nanodrop-1000 (Thermo Scientific). Uma aliquota de RNA foi
processada em gel de agarose a 1% e poés-corada com GelRed® (Sigma) para
verificar a integridade do RNA.

A partir do RNA extraido foi construida a biblioteca de cDNA, por transcricdo
reversa (RT) usando 1 mg de RNA total e iScriptTM Il (Life Technologies). O cDNA
resultante foi armazenado a -20°C até o uso. Em seguida, a sequéncia foi amplificada
pelareacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers alvos (selecionados

em literatura para a espécie (Oreochromis niloticus).

4.4Determinacao Molecular Da Expressdo De Genes

A determinacdo molecular da expressédo de genes foi realizada pelo método da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (JPCR-RT) e os resultados foram
analisados por quantificacéo relativa pelo método 2 — AACt (PFAFFL, 2004).

Essa técnica fornece resultados da quantificagdo rapida e fidedigna, além de ser
amplamente utilizada na medicina molecular e na biotecnologia (PFAFFL, 2004;
REBOUCAS et al., 2013).

A gPCR-RT fornece informacdes sobre a expressao génica de diferentes fontes

e amostras, além de possuir vantagens como sensibilidade, precisédo na quantificacdo
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de transcritos de mRNA, rapidez na reacao e baixo custo dos reagentes (REBOUCAS
et al., 2013). A reacdo consiste em desnaturacao e separacao da fita dupla do DNA,
associacao dos primers a uma Unica cadeia e sintese da fita complementar, catalisada
pela DNA polimerase (REBOUCAS et al., 2013).

Diferente da PCR convencional, a PCR quantitativa em tempo real (qQPCR-RT)
consegue amplificar e quantificar conjuntamente uma regido da molécula do DNA.
Além disso na PCR convencional utiliza-se a eletroforese para avaliar o produto da
amplificacdo, distintamente do qPCR-RT que utiliza moléculas fluorescentes nas
reacoes, possibilitando a quantificacdo do amplicon (REBOUCAS et al., 2013).
Entretanto devido a instabilidade do material, deve-se confirmar a eficiéncia dos genes
alvo e dos primers. Por isso € recomendado uma normalizacdo do gene alvo (gene
producdo regulada) com o de referéncia (gene de producdo constitutiva ou de
manutencao/ housekeeping) (PFAFFL, 2004).

Existem diversos fatores que podem causar disparidades na quantificacdo e
qgualidade do mRNA. Esses erros podem ser tanto na pipetagem quando na escolha
do protocolo para fazer a extracdo do RNA. Porém existem diversas estratégias que
podem normalizar o gPCR em tempo real (REBOUCAS et al., 2013).

Para obter uma 6tima eficiéncia na reacdo é preciso levar em consideracdo a
temperatura de fusdo dos primers, especialmente da hibridizagdo e o comprimento
dos amplicons, que sao de amplificacdo da dupla fita delimitado pelos primers
(REBOUCAS et al.,2013).

Os genes de referéncia ou manutencao (housekeeping) podem ser utilizados
como normalizadores da gPCR-RT, pois eles sdo expressos em células e tecidos, e
nao apresentam alteracfes na sua expressao, mesmo sob condi¢cdes experimentais
(REBOUCAS et al., 2013).0s housekeeping estdo presentes em todas as células
nucleadas, visto que sao necessarios para a sobrevivéncia das células basicas, sendo
assim a sintese de mRNA é segura e estavel em varios tecidos, mesmo sob
experimentos (PFAFFL, 2004).0s housekeeping mais encontrados na literatura séo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), B-actina, proteinas ribossomais
(RPL), ubiquitina (UBQ), PB-tubulina, proteina ribossomal 18S (18S rRNA) e
fosfoglicerato quinase (PGK) (REBOUCAS et al., 2013).

As reacoes para qPCR foram realizadas em placas de 96 pocos usando iTaq TM
Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). As reacdes foram realizadas de acordo

com as instru¢des do fabricante com reacdes individuais de 20 pl consistindo em 10
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pl de mistura principal de PCR SYBRGreen (2x), 8ul de iniciadores 200 nM e 2 pl de
molde de cDNA.O SYBRGreen € um corante que se liga ao DNA de fita dupla e emite
luz durante a reacdo. Conforme os ciclos, os produtos da PCR vado acumulando e a
fluorescéncia vai aumentando proporcionalmente a quantidade de DNA especifico
presente na amostra (REBOUCAS et al.,, 2013). A partir da amplificacdo, o
SYBRGreen associa-se ao DNA de fita dupla recém-sintetizado, entdo a fluorescéncia
aumenta constantemente no comprimento de onda especifico que ¢ medido apos
cada ciclo (Ct) (REBOUCAS et al., 2013).

Todas as reagdes foram realizadas no Sistema de detec¢éo de gPCR em tempo
real iCycler iQ ™ (Bio-Rad Laboratories), sob o protocolo: 95 ° C por 5 min, 40 ciclos
de 95 °C por 30 s, 56 °C por 30 s, seguido por analise da curva de dissociagéo (curva
de fuséo) para verificar a amplificacdo de um unico produto. As temperaturas para 0s
ciclos desnaturacao-hibridizacdo-sintese utilizadas foram de acordo com a literatura,
que resultou na sintese de centenas de milhdes de copias do fragmento de DNA
amplificado (PFAFFL, 2004). O equipamento apresenta um termociclador e sistema
Otico para a excitacdo da fluorescéncia, além de softwares para analisar as
informacgdes resultantes. A fluorescéncia emitida representa a quantidade do produto
amplificado e aumentado de acordo com o resultado da reacdo (PFAFFL, 2004).

O limiar da fase exponencial € detectado durante os ciclos de temperatura e é
denominado de Cycle Threshold (Ct), ou ciclo de quantificacdo, a partir do qual se
guantifica exatamente os produtos da reacdo de amplificacdo devido a emissédo de
fluorescéncia (Sybr Green e o Tagman sé&o os fluor6foros maisutilizados) (Reboucas
et al., 2013). O uso dessas sondas marcadas com corantes fluorescentes aumenta a
sensibilidade do sistema e origina uma relacao linear entre o numero de cépias e
valores de Ct, por consequéncia, a luz emitida no equipamento é proporcional a
guantidade de alvos iniciais para reacdo de amplificacbes (REBOUCAS et al., 2013).

Todas as amostras foram executadas em triplicadas. A identificacdo do GenBank
e as sequéncias de primers para todos 0s genes estudados sdo demonstradas na
Tabela 2.0s dados de expressdo obtidos a partir de seis repeticdes bioldgicas
independentes foram usados para calcular o valor do ciclo limite (Ct). A eficiéncia da
PCR e a taxa de expresséo 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- AA método de CT) foi usado para analisar o nivel de

expressao desses genes em relacéo ao EF-1la.
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Tabela 3 - Sequéncia de primers especificos das citocinas, fatores de transcri¢cao e

marcadores celulares usados para amplificacdo dos RNAs transcritos extraidos de

rim cranial e baco das tilapias do experimento.

Genes | Sequéncia Fw/Rv (5'-3") Referéncia
EF-1a F: TGATCTACAAGTGCGGAGGAA Ding-Liang 40 ciclos: desnaturagdo doDNA: 95 °C por
. 15s/Anelamento a 60°C por 15s/
R: GGAGCCCTTTCCCATCTCA Luetal. 2019 | Exentho 8795 por 15¢
TNF-a | F: GCTGGAGGCCAATAAAATCA. Redaetal. | 40 ciclos: desnaturagio doDNA: 95 °C por
R: CCTTCGTCAGTCTCCAGCTC 2016 15s/Anclamento a 80°C por 155/
Extenséo a 72°C por 15s
IgM F:AGGAGACAGGACTGGAATGCACAA | Abo-Al-Ela | 40ciclos: desnaturagéo doDNA: 95 °C por
R:GGAGGCAGTATAGGTATCATCCTC | etal. 2017 | L3s/Anelamentoa 60°C por 155
Extenséo a 72°C por 15s
IL-6 F: ACAGAGGAGGCGGAGATG Jing wang et | 40 ciclos: desnaturagdo do DNA: 95 °C por
15s /Anelamento a 60°C por 15s/
R: GCAGATGCTTCGGATAGAG al.,2019 Extenséo a 72°C por 155
HSP70 | F:-GTGACGCGAAGATGGACAAGTC Saad etal., | 40 ciclos: desnaturagéo doDNA: 95 °C por
R:CACCGTAAGCTACAGCCTCGTC 2016 15s/Anelamento a 60°C por 15/
Extenséo a 72°C por 15s
IL-1B F: ATTGTCGTCCTGTCTCTATC Jing Wang [ 40 ciclos: desnaturagéo do DNA: 85 °C por
R: AATGTCATCATGGTATTGC etat, 2019 | L5s/Anelamentoa60°C por 15/
Extenséo a 72°C por 15s
IL-10 F: ACTTTAAGGGTTACCTGGGTTG Ignacio et | 40 ciclos: desnaturacéo do DNA: 95 °C por
R: CGTGCTGTTTGATGTCTGG al., 2005 155 /Anelamento a 60°C por 15/
Extenséo a 72°C por 15s
C3 F: GGTGTGGATGCACCTGAGAA Jing wang et | 40 ciclos: desnaturagdo do DNA: 95 °C por
R: GGGAAATCGGTACTTGGCCT al.,2019 155 /Anelamento a 60°C por 155/
’ Extensdo a 72°C por 15s
Lys F: AAGGGAAGCAGCAGCAGTTGTG Jing wang et | 40 ciclos: desnaturagéo do DNA: 85 °C por
R: CGTCCATGCCGTTAGCCTTGAG al.,2019 155 /Anelamento  60°C por 155/

Extensdo a 72°C por 15s

Fonte: Elaborado pela autora

4 5Andlise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 11

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

45 d; dieta controle 45 d + vacinagéao; dieta $-glucano 30d; B-glucano 30d + vacinagao/

controle 60d; dieta controle 60d + desafio; dieta controle 60d + vacinacdo + desafio;

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

vacinacgao + desafio). Os resultados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA)

e as meédias comparadas pelo Teste de Tukey (5%), através do programa estatistico
SAS, verséao 9.0.
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5 RESULTADOS

5.1.Determinacédo Molecular Da Expressao De Genes Por gPCR-RT

a) Expressao do gene IL- 1B

A expresséo do gene IL-1f no rim cranial (Figura 6a), aos 15 dias de alimentacao
ndo apresentou diferencas entre os tratamentos. Apos 30 dias da vacinagdo a
expressao da IL-1[3 foi maior nos peixes alimentados com B-glucano, independente da
vacina, comparados com peixes alimentados com dieta controle e os controle
vacinados. Aos 15 dias ap0s desafio, a dieta com B-glucano + vacinagado apresentou
a menor expressao quando comparado os demais tratamentos depois do desafio.

No baco (Figura 6b), aos 15 dias de experimento, a expressao do gene IL-
1Baumentouno grupo tratado com B-glucano.Aos 30 dias apds a vacinacao, 0s grupos
controle vacinado e grupo B-glucano apresentaram maior expressao do gene em
relacdo aos demais tratamentos. Apds 15 dias desafio, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos com excec¢do do grupo que recebeu dieta com [3-
glucano, vacinacgéo e desafio, que apresentou menor expressao do gene em relacao

aos demais tratamentos.

Figuras 6 a e b - Expressao relativa do gene interleucina 1 (IL-1B) valores sdo médias
+ desvio padrao em duplicata em rim cranial e no baco de tilapias alimentadas com [3-
glucano, por gPCR-RT. Letras distintas indicam diferenca significativa com o controle

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

6a)
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b) Expressao do geneTNF-a:

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

alimentacdo ndo apresentou diferencas entre os tratamentos. Apos 30 dias da

vacinacao, a maior expressdo do TNF-a foi nos peixes alimentados com a dieta com
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B-glucano e vacinados. Aos 15 dias apés desafio, a maior expressdo do TNF-a
ocorreu nos peixes do alimentados com (-glucano desafiado.

A expressao do gene TNF-a no braco (Figura 7b), aos 15 dias de alimentacéo
nao apresentou diferencas significativa entre os tratamentos. Apds 30 dias da
vacinacgao, os peixes ndo suplementados vacinado e suplementados com B-glucano
apresentaram diminuicdo da expressao em comparacao com seu controle. Aos 15
dias apos desafio, os peixes da dieta controle e o grupo com B-glucano vacinados

foram os que apresentaram maior expressao do TNF-a.

Figuras7 a e b - Expresséo relativa do gene do fator de necrose tumoral alfa TNF-a
valores sdo médias + desvio padrdo em duplicata no rim cranial e no baco de tilapia
alimentadas com B-glucano, por gPCR-RT. Letras distintas indicam diferenca
significativa entre tratamentos de cada grupo (P<0.05). Bg= [B-glucano, C= dieta
controle, V= Vacinado, D= Desafiado.
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c) Expresséo do gene IL-6

No rim cranial (Figura 9a), a expressao do gene IL-6aos 15 dias de alimentacdo
ndo apresentou diferenca entre os tratamentos. Ap6s30 dias de alimentacdo da
vacinacdo, houve aumento na expressdo da IL-6 nas tilapias vacinadas e
suplementadas com [(-glucano comparado com controle ndo vacinados e o0s
suplementados com B-glucano. Aos 15 dias ap6s desafio, a expressdo da IL-6
diminuiu nos peixes controle e desafiados, e alimentados comB-glucano, vacinado e
desafiado em comparagédo com controle.

Ja no baco (Figura 9b), aos 15 dias de alimentacao, a expressao do gene IL-6
aumentou nos peixes alimentados com B-glucano. Apés 30 dias da vacinagdo, a maior
expressdo da IL-6 ocorreu no grupo suplementado comf-glucano vacinado, em
comparacao com controle vacinado. Aos 15 dias pos desafio, houve diminuicdo dos
niveis em todos os grupos em comparagao ao controle.

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

+ desvio padrdo em duplicataem rim cranial e no baco de tilapia alimentadas com [3-
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glucano, por gPCR-RT. Letras distintas indicam diferenga com o controle de cada

grupo (P<0.05). Bg= B-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado
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d) Expresséo do gene IgM

A expressao do gene IgM no rim (Figura 10a), aos 15 dias de alimentacéo, ndo
apresentou diferencas entre os tratamentos controle e com suplementacdo com [3-
glucano. Aos 30 dias de alimentacdo ndao houve diferenca significativa entre os
tratamentos. Apos 15 dias do desafio o grupo ndo suplementado desafiado
apresentou a maior expressao de IgM em comparacdo com demais tratamentos, ja 0s
peixes suplementados com B-glucano desafiado e suplementados comf-glucano,
vacinado e desafiado apresentaram diminuicdo da expressdo do gene IgM em
comparagao com o controle.

No baco (Figura 10b), aos 15 dias de alimentacdo, a expressdo do gene IgM
aumentou nos peixes suplementados com B-glucano. Apds 30 dias da vacinacdo, os
grupos controle e B-glucano que foram vacinado apresentam maior expressao do
gene IgM em comparagdo com o grupo controle ndo suplementado. Aos 15 dias pés

desafio ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Figuras 10 a e b - Expresséo relativa do gene IgM valores sao médias + desvio padrao
em duplicata no rim cranial e no baco de tilapia suplementado com B-glucano, por
gPCR-RT. Letras distintas indicam diferenca com o controle de cada grupo
(P<0.05).Bg= B-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado
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e) Expressao do gene Hsp70

Bg+V+D F-<

A expressdo do gene Hsp70 no rim cranial (Figura 1la), aos 15 dias de

alimentacdo, foi maior nos peixes alimentados com [B-glucano.Apds 30 dias da

vacinacgao, as tilapias suplementadas com com f-glucano vacinadas apresentaram

maior expressdo da Hsp70 entre os tratamentos, jA 0s peixes do grupo controle nao

suplementado vacinados apresentaram maior expressao de Hsp70 que os peixes nao

suplementado e suplementado com B-glucano. Apés 15 dias do desafio, o grupo que

apresentou maior expressao desse gene ocorreu nos peixes suplementados com [3-

glucano, seguido do grupo controle ndo suplementado, associado com vacinacao e

desafio, em comparagdo com demais tratamentos.



54

Aos 15 dias de alimentacdo, no baco (Figura 11b), ndo houve diferencas

significativas na expressdo do gene Hsp70 entre os tratamentos. Apds 30 dias da

vacinacao, 0s grupos apenas suplementados com B-glucano e suplementados com -

glucano vacinado apresentaram diminuicdo da expressao do gene. Aos 15 dias pos

desafio os grupos com tratamento controle ndo suplementado e suplementadof-

glucano vacinado e desafiado apresentou maior expressdo do gene em comparacao

com demais tratamentos.

Figuras 11a e 11b. Expressdo relativa do gene das proteinas de choque térmico de

70 kDa (Hsp70) valores sdo médias + desvio padrdo em duplicata. No rim cranial e

no baco de tilapia alimentadas com B-glucano, por q°PCR-RT. Letras distintas indicam

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

V= Vacinado, D= Desafiado
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d) Expresséo do gene IL- 10

Aos 15 dias de alimentacao, no rim cranial (Figura 12a), ndo houve diferencas
significativas na expressdo do gene IL-10 entre os tratamentos. Apés 30 dias da
vacinacdo, os peixes suplementados com o [B-glucano vacinado apresentaram
aumento significativo da expressao do gene. Aos 15 dias apos desafio, os peixes que
foram suplementos com B-glucano e desafiados apresentaram maior expresséo do
gene em comparagdo com demais tratamentos, bem como os peixes vacinados e
desafiados (independente da suplementacdo dof-glucano) apresentaram maior
expressdo em comparagdo com o grupo controle ndo suplementado e o controle ndo
suplementado desafiado.

Aos 15 dias de alimentacdo, no baco (Figura 12b), ndo houve diferencas
significativas na expressdo do gene IL-10 entre os tratamentos. Apos 30 dias da
vacinagdo, as tilapias que foram suplementado com f-glucano e receberam a
associacdo de B-glucano e vacinacdo apresentaram diminuicdo da expressdo do

gene em comparagdo com os demais tratamentos. Aos 15 dias pos desafio, a
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associacao vacinacao e desafio, B-glucano e desafio e -glucano, vacinacao e desafio
promoveram diminuicdo da expressdo do gene IL- em comparacdo com demais

tratamentos.

Figuras 12 a e b - Expresséo relativa do gene dalL-10valores sdo meédias + desvio
padrdo em duplicata no rim cranial e no bago de tilapias alimentadas com B-glucano,
por gPCR-RT. Letras distintas indicam diferenca significativa com o controle de cada

grupo (P<0.05). Bg= B-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado
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e) Expressao do gene C3

A expresséao do gene C3 no rim cranial (Figura 13a), aos 15 dias de alimentacéo,
ndo apresentou diferenca entre os tratamentos.Apés 30 dias da vacinacdo, as
tilapiassuplementadas com B-glucanovacinadasapresentarama maior expressao
significativa da C3 entre os tratamentos, seguida dos tratamentos controle vacinado,
e alimentado com f-glucano. Apdés 15 dias do desafio, o grupo de peixes
suplementados com B-glucano e desafiados apresentaram a maior expressao desse
gene, seguido do grupo de peixes alimentados com B-glucano, vacinado e desafiado,
em comparacao com os tratamentos controle e controle vacinado e desafiado.

Aos 15 dias de alimentacdo, no baco (Figura 13b), ndo houve diferencas
significativas na expressdo do gene C3 entre os tratamentos. Apos 30 dias da
vacinacdo, a expressao desse gene aumentou nos peixes que foram vacinados,
entretanto diminui nos peixes alimentados com 3-glucano, e na associacao -glucano
e vacinacdo, em comparacdo ao controle.Aos 15 dias pos desafio, houve uma

imunossupressao em todos os tratamentos administrados.

Figuras 13 a e b - Expressao relativa do gene daC3valores sdo médias + desvio

padrao em duplicatano rim cranial e no baco de tilapia alimentadas com B-glucano,
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por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferenca com o controle de cada grupo
(P<0.05). Bg= B-glucano, C= dieta controle, V= Vacinado, D= Desafiado
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Expressao relativa do gene C3 no bago de tilapias
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e) Expressédo do gene Lys

No rim cranial (Figura 14a), a expressao do gene Lys aos 15 dias de alimentacao
foi maior para nos peixes alimentados com B-glucano. Ap6s30 dias da vacinacao,
houve um aumento significativo na expressao da Lys nas tilapias suplementadas com
B-glucano evacinadas em comparacdo com os demais grupos. Aos 15 dias apos
desafio, a expressdo da Lys aumentou nos peixes controle ndo suplementados
vacinados e desafiados, no grupo alimentados com B-glucano e vacinado; e nos
peixes alimentados com B-glucano e vacinado e desafiados, entretando diminuiu no
grupo controle desafiado.

Ja no baco (Figura 14b), aos 15 dias de alimentacdo,ndo houve diferenca
significativa na expressdo do gene Lys. Apos 30 dias da vacinacgdo, as tilapias que
foram suplementados com B-glucano (ndo vacinadas e vacinadas) tiveram uma
diminuicdo na expressédo do gene em comparagdo com os demais tratamentos. Aos
15 dias po6s desafio, os peixes vacinados, desafiado e alimentados (dieta controle e
com B-glucano) apresentaram diminuigdo dos niveis de expressdo em comparacao

aos demais tratamentos.

Figurasl4 a e b - Expressao relativa do gene da Lys valores sdo médias + desvio

padrdo em duplicata no rim cranial e no baco de tilapia alimentadas com B-glucano,
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por qPCR-RT. Letras distintas indicam diferenca com o controle de cada grupo

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

6 DISCUSSAO

Devido a seu alto valor comercial, bom desempenho zootécnico, alta taxa de
reproducdo, e ampla capacidade de se adaptar em diversas condic¢des, a tilapia vem
sendo cultivada no mundo. Porém o sistema de producéo intensivo pode levar ao
aparecimento de diversas doencas que ameacam o cultivo da espécie. Umas das
enfermidades mais comum é a infec¢do por estreptococoses, que resulta em altas
taxas de mortalidade e grandes perdas econdmicas (XIAO-LI et al, 2019). Diversas
vacinas para peixes foram desenvolvidas e tiveram boa eficacia contra patdgenos. A
aplicacdo das vacinas deve promover diminuicdo da infeccdo patogénica e a
administracdo de antibibticos, pois o uso continuo de antibidtico leva a resisténcia em
varios patégenos (AMPHAN et al., 2019).

Atualmente diversos produtos imunoestimulantes estdo sendo comercializados,
dentre eles o B-glucano que é utilizado para aumentar a produtividade e a imunidade
de peixes. Isso se deve as propriedades que o B-glucano possui de colaborar com o
aumento da defesa, por estimular componentes presentes no sistema imunolégico
inato e adquirido (WHITTINGTON et al., 2005).

Apés 15 dias de alimentacdo, os resultados para o rim cranial mostraram
aumento significativo da expressdo do gene Hsp70 e da Lys nos peixes que foram
alimentados com B-glucano, mostrando que houve influéncia da suplementacédo na
dieta com B-glucano.Entretanto a expressao dos genes IL-1B, TNF-a, IL-6 e IgM, IL-
10, C3 nado apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos.

O aumento da expressdo Hsp70 e da Lys indicam adaptacdo do organismo a
presenca do imunomodulador, que € um PAMP (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014).
Dawood et al.(2020) também mostraram resultados positivos do gene Hsp70 em
tilapias alimentadas com B-glucano e expostos a componentes toxicos mostrando
melhor resultado apds em tilapias alimentadas comp-glucano.

Ja no baco, 15 dias apoOs alimentacdo com a dieta B-glucano os peixes
apresentaram aumento das expressdes dos genes IL-1B, IL-6 e IgM. Porém, néo
houve diferenca na expressdo do TNF-a e Hsp70, IL-10, C3 e Lys entre os
tratamentos. Os peptidoglicanos e lipopolissacarideos podem aumentar
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significativamente a expressédo de citocinas pré-inflamatorias. Essas citocinas pro-
inflamatdrias possuem respostas Uteis contra condi¢cdes de estresse ambiental
(DAWOOD et al., 2020). A IL-1Btemacédo importante na imunidade contra patégenos
e tecidos lesionados, além de modular as respostas imunes ao estimular ou liberar
outras citocinas de outras células, como linfocitos ativados (MEHRABI et al., 2020).

A IL-6 tem acao importante na homeostase de células e tecidos, ativando genes-
alvo envolvidos no crescimento, diferenciacdo, apoptose e proliferacdo celular
(MEHRABI et al., 2020). Outros estudos também observaram que o uso de B-glucano
aumenta a expressao do gene IL-6 (LOVOLL et al., 2007).

A IgM é o principal anticorpo sistémico, apresenta-se como tetrameros, e
normalmente peixes teledsteos apresentam expressao de IgM elevada no rim, que é
o principal érgdo hematopoiético, e também no baco, que é o principal 6rgéao
secundariolinféide (ZHANGet al., 2017; HIRONO et al., 2003), entretanto no presente
estudo, aos 15 dias de alimentacdo com B-glucano, a expressdo do gene aumentou
apenas no baco. A concentracao de IgM pode variar de acordo com idade, tamanho,
sexo, estacdo, ambiente e vacinacao e infeccdo (HORDVIK, 2015).

Aos 30 dias apés a vacinacao, os peixes alimentados com B-glucano e vacinados
apresentaram aumento da expressao dos genes IL-18, TNF-a, IL-6 eHsp70, IL-10, C3
e Lys na avaliacdo da expressao génica no rim cranial.

A IL-1B, IL-6 e TNF-a e IL-10 s&o citocinas produzidas principalmente pelos
macrofagos ativos. Elas séo citocinas proé-inflamatérias que desempenham papel
importante no inicio do processo inflamatorio devido ao estimulo para recrutamento e
ativacdo de macréfagos; auxiliando na resposta adaptativa e regulacdo imunologica
(BIRD et al., 2002; WANG et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2007).

No presente estudo o gene da IL-1B aumentou com todos os estimulos
provocados nessa etapa, sendo maior apds alimentacdo com B-glucano e em
associacdo com a vacinacao. Assim como nos resultados encontrados nesse estudo,
Abdelhamid (2020) também registrou que a expressao do gene IL-1f aumentou
significativamente no rim cranial.J& os genesTNF-ae IL-6 aumentaram com 0S
estimulos da vacinacdo e mais expressivamente com associagdo B-glucano e
vacinacdo. O TNF-a atua para eliminar patégenos por meio da inducdo de varias
respostas celulares, e é conhecido como biomarcador e indicador de saude de

mamiferos e peixes (MEHRABI et al., 2020), e os resultados indicaram que a
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vacinagao associada ao imunoestimulante melhoram a defesa contra patégenos. A IL-
10 é uma citocina multifuncional, e atua na regulacéo do crescimento celular, promove
a proliferacéo celular e participa de respostas inflamatorias e imunologicas (SABAT et
al., 2010). © mesmo perfil de resposta foi observado para a expressao do gene Hsp70,
evidenciando a adaptacdo do organismo frente aos manejos de imunomodulagéo e
vacinagao impostos. Entretanto, a expresséao do gene IgM n&o se modificou, mesmo
apos vacinacao, apesar de esperado a presenca de IgM pode variar de acordo com
idade, tamanho, sexo, estacdo, ambiente e vacinacao e infec¢do, além do tempo em
gue sdao realizadas as analises dos tecidos (HORDVIK, 2015; ZHANG et al., 2017).

No presente estudo, a associacdo de [-glucano e vacinagao promoveu aumento
na expressao de genes no rim cranial, das citocinas pro-inflamatorias importantes para
a defesa organica. O mesmo perfil foi observado por WEI et al. (2021), com aumento
da expressao de genes das mesmas citocinas, no bago. Esses resultados indicam que
o B-glucano é um potencial adjuvante para a vacina contra S. agalactiae.

A 30 dias apés a vacinacao, aos 45 dias de experimento, demonstrou que peixes
vacinados e alimentados com B-glucano apresentaram aumento da expressdo do
gene IL-1B.Em caso de inflamacdo, como ocorre no processo de vacinagdo, ha
liberacdo de citocinas como TNF-a seguidas pelas IL-18 e IL-6 e depois de
quimiocinas para atrair a migracao de células fagociticas para o local de inflamacao
(XIAO-LI et al., 2019). O gene da IL-6 aumentou com a associagao de B-glucano e
vacinacdo, e o gene da IgM aumentou com a associagao de (B-glucano e vacinacgao,
indicando que o uso de adjuvantes, como o B-glucano, pode aumentar o efeito
imunolégico da vacina e promover a imunidade inata, e ndo especifica, 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 pos desafio, 60 dias de experimento, 0s peixes
alimentados com B-glucano e desafiados apresentaram aumento da expressédo do
gene TNF-a e Hsp70, IL-10, C3 e Lys, na avaliacdo da expressao génica no rim
cranial. Indicando que a administracdo do imunoestimulante favorece a producgéo de
proteinas de defesa e as proteinas de recuperacao por periodo prolongado, uma vez
que essa coleta foi realizada 30 dias apdés o término da alimentacdo com o
imunoestimulante. JA a expressdo do gene IgM aumentou nos peixes apenas
desafiados. ABDELHAMID e ELSHOPAKEY (2020) encontrou aumento na expressao
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dos genes da IL-10 e IgM em peixes que eram alimentados com f-glucano e que
foram expostos a composto téxico evidenciando a influéncia da acédo
imunoestimulante do B-glucano.

Nguyenet al. (2017) e Zhuet al.(2019) demonstraram que a expressao do gene
IgM aumenta no baco apds vacinacdo, como visto desse estudo apos 15 de
alimentacédo e 30 Dias apés vacinacdo. E Weiet al. (2021) observaram aumento da
expressao do gene IgM com associagao da vacinagao e $-glucano na garoupa hibrida
(Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus), como observado neste
estudo. Entretanto em peixes alimentados com B-glucano, vacinados e desafiados
houve diminuicdo da expressao dos genes IL-1j3, IL-6 e IgM.

Ja no baco, 15 dias apés do desafio, 60 dias de experimento, houve diminui¢do
da expresséao dos genes estudados. Os genes IL-10 e Lys diminuiram a sua expressao
nos peixes alimentados com B-glucano, nos vacinados e desafiados. Na IL-6 e C3
houve diminui¢cdo em todos os tratamentos em comparac¢ao com o controle, bem como
0 gene TNF-a, exceto nos peixes alimentados com B-glucano e desafiado. As acoes
do B-glucano ndo estdo completamento esclarecidas, e este imunoestimulante pode
apresentar estimulos anti-inflamatérios regulatérios que podem induzir a supresséo
da expresséao de alguns genes (ABDELHAMID et al., 2020)

O gene Hsp70 diminuiu em todos os tratamentos, exceto nos peixes alimentado
com B-glucano, vacinados e desafiados devido a presenca do imunomodulador, que
€ um PAMP (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). Outro fator que evidencia o0s
resultados seriam as alteracdes sofridas pelo manejo de desafio pois essa € uma
pratica considerada estressante (ABREU, 2007).

A dieta comB-glucano associado com vacinacéo e o desafio com microrganismos
S. agalactiae inativada mostrou ter grande eficiéncia na expressdo dos genes no rim
cranial principalmente nas citocinas que na sua grande maioria, sdo produzidas no
local de entrada de patégenos e geram sinais inflamatérios para fagécitos realizarem
a destruicdo do patégeno invasor (XIAO-LI, 2019). De acordo com Xiao-Li, et al.(2019)
iSso ocorre pois os receptores Toll-like (TLRs), que sdo um grupo de receptores que
atuam através do reconhecimento de patégenos (PAMPSs),desencadeando respostas
inflamatorias ja que os ‘“toll-like receptors” (TLRs) reconhecem lipoproteinas,

lipopolissacarideos (LPS) e flagelina bacteriana.
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Como resultado, o B-glucano se mostrou eficiente na potencializacdo dos efeitos
da vacina contra S. agalactiaecomo reportado por (WHITTINGTON et al.,2005) que
mostraram que o B-glucano também teve eficiéncia melhorando os efeitos da vacina
contra S. iniae.

Comparando os dois 6rgéos, pode-se observar que a expressao de quase todos
0s genes foi, apresentaram sua expressao mais alta apos os 30 dias de vacinacao,
menos a lisozima e C3que também teve um aumento na expressao apos os 15 dias
de desafio. E quase todos os genes foram expressos em maior quantidade no rim
cranial que no bago, com excecéo do IgM que teve sua maior expressao no baco.

A IgM é um bom marcador do estado imunolégico em peixe, pois 0 anticorpo
universal e Unico componente da resposta imune humoral especifica no teledsteo
(HAKIM et al., 2019; SINYAKOQV et al., 2002).

De todos os genes estudados, a maioria deles foram expressos em altas
guantidades tanto no rim cranial quanto no baco, induzido pelo efeito imunomodulador
do B-glucano associado a vacinas principalmente entre os 15 primeiros dias de
experimento e 30 dias apds a vacinacao.

. O efeito como adjuvante foi observado por administragédo oral do B-glucano, no
presente estudo, embora para algumas vacinas de peixes esse efeito tenha sido
melhor quando administrado por via intraperitoneal quando comparado a via oral ou
por imersado, 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 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o B-glucano pode ser
uma ferramenta com o potencial adjuvante para prote¢do contra S. agalactiae
podendo atuar no controle e na prevencdo de enfermidades estreptocdcicas,
indicando que hé interagéo benéfica entre a administragcao do 3-glucano e a vacinacéo
em tilapias. Foi possivel verificar a agao do B-glucano sobre a expressao de genes do
sistema imune de tilapias; uma vez que mostrou aumento a expressao de genes de
citocinas do sistema imune, tais como: IL-13, TNF-qa, IL-6, Hsp70, IL-10, C3 e Lys no
rim cranial e da IgM no baco. Observou-se que o [(B-glucano promoveu protecao
duradoura, induzindo a expressao de genes apos 30 dias do término da administracao

na dieta.
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