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RESUMO

Dissertagdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Bioexperimentacgao

Universidade de Passo Fundo
CICATRIZAGAO DE LESOES CUTANEAS E IMUNOMODULAGAO EM JUNDIAS

EXPOSTOS A B-GLUCANA

Autora: Ana Paula dos Santos Voloski

Orientador: Luiz Carlos Kreutz

Passo Fundo, Setembro de 2018
O crescimento da populacdo mundial e o aumento da demanda por alimentos saudéaveis e de
alta qualidade estimulou o crescimento da piscicultura, a qual se tornou uma atividade
econOmica importante em diversos paises, inclusive no Brasil. Para que a producgdo de
pescado tenha um bom rendimento € necessario observar o desenvolvimento dos animais ao
longo do periodo de producdo. Nesse setor hd muitas doengas causadoras de lesdes cutaneas
que, juntamente as praticas de manejo, podem causar danos aos tecidos desses animais,
gerando estresse, baixo rendimento e diversas doencas, resultando em grandes perdas
econdmicas. Nessas circunstancias ¢ fundamental buscar ferramentas para melhorar a
producao e o bem-estar dos peixes, estimulando o sistema imunoldgico € o seu processo de
cicatrizagdo; uma terapia ideal precisa ter efeito rapido, ser de facil manipulacdo e rentavel.
Uma alternativa que parece vidvel seria tratar os peixes com dietas, ou banhos de imersao,
contendo moléculas imunomoduladoras, como as -glucanas. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a cicatrizacdo e imunomodulagdo em jundids expostos a banhos de imersdo com
solucdo contendo B-glucanas. Para isso, grupos de peixes banhados com B-glucana e seus
respectivos controles foram submetidos a biopsias de pele (punch de 3 milimetros de
diametro) e avaliados quanto a cicatrizagdo visual e histopatologica. Os pardmetros
imunoldgicos foram também avaliados por meio de testes soroldgicos. A analise visual da
regressao da ferida ndo apresentou diferenga entre os grupos tratados e o controle, porém, por
meio da histopatologia, foi possivel demonstrar que os grupos tratados iniciaram o
remodelamento tecidual mais precocemente que o grupo controle, evidenciando a eficicia da
B-glucana na cicatrizagdo das feridas. A avaliagdo dos pardmetros imunologicos nao

indicaram efeito positivo dos banhos de -glucana na imunidade.

Palavras-chave: jundia, cicatrizagao de feridas, imunomoduladores, B-glucanas, piscicultura.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de P6s-Graduagdo em Bioexperimentacgao
Universidade de Passo Fundo

CICATRIZATION OF SKIN INJURIES AND IMMUNOMODULATION IN SILVER
CATFISH EXPOSED TO pB-GLUCAN
Autora: Ana Paula dos Santos Voloski
Orientador: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, Setembro de 2018
The constant growing of world population and increasing demand for healthy, high-quality
food stimulated fish farming that has become a major economic activity in several countries
including Brazil. To have a good yield it is necessary to observe the development of the fish
during different growing stages. There are diseases that cause skin lesions that, together with
management practices, might cause skin lesions and tissue damages leading to stress,
concomitant diseases, weight loss which results in major economic losses. In these
circumstances, it is important to find means and tools to improve the production and welfare
of the fish, stimulating the immune system and the healing process; an ideal therapy in this
situation should have quick effect, be easy to manipulate and be cost effective. A viable
alternative would be to treat fish with diets or give immersion baths containing
immunomodulatory molecules, such as B-glucans. Thus, the objective of our study was to
evaluate the skin healing (cicatrization) and immunomodulation in silver catfish exposed to
immersion baths with a solution containing -glucans. To achieve our goals, groups of treated
fish and their respective controls were submitted to skin biopsies (3 mm in diameter punches)
and evaluated visually and histopathologically for skin healing. The immunological
parameters were evaluated through serological tests. The visual analysis of wound regression
could not detect differences between the treated and control groups, however, the
histopathology showed that the treated groups initiated tissue remodeling before the control
group, suggesting that B-glucan would benefit healing of the wounds. The Immunological

parameters evaluated were similar amongst treated and control groups.

Key words: silver catfish, wound healing, immunomodulators, B-glucans, aquaculture.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial tem impulsionado a demanda por alimentos, os
quais devem ser produzidos visando a saide humana e dentro dos conceitos de
sustentabilidade ambiental. A producao de pescados cultivados aumentou consideravelmente
nas ultimas décadas, pressionados principalmente pela reducao dos estoques naturais e pelo
consumo por produtos considerados saudaveis (1). No ano de 2017 o Brasil produziu 691.700
toneladas de peixes cultivados, correspondendo a um aumento de 8% em relacdo ao ano de
2016. Segundo a Organizagdo da Alimentacdo e Agricultura (FAO) da Organizagdo das
Nacgdes Unidas (ONU) e a Organizacdo para a Cooperagao ¢ Desenvolvimento Economico
(OCDE) em 2017 a produgdo global de pescados produzidos foi de 173 milhdes de
toneladas, bem acima da carne suina (120 milhdes de toneladas); do total da produgdo de
pescados, 81 milhdes foram de peixes cultivados e 92 milhdes de captura. De acordo
com as estimativas destas institui¢cdes entre 2020 e 2021 a producdo de peixes cultivados
devera superar a de peixes capturados (2).

Os peixes cultivados para produgdo sdo intensivamente manejados e enfrentam
situacdes de estresse que predispdem a diversas infeccdes bacterianas e parasitarias,
caracterizadas por lesdes cutaneas, desconforto, reducdo na alimentagdo (3) e mesmo a morte
dos animais, gerando prejuizos consideraveis (4). Nesse contexto, ¢ fundamental encontrar
ferramentas para melhorar o bem-estar dos animais afetados e estimular o sistema
imunolédgico e a cicatrizacdo dos ferimentos. A terapia ideal deve ter facil aplicagdo e
remocdo, aliviar a dor, proteger de infec¢des, minimizar demais rupturas nas lesoes,
incentivar a epitelizacao e ser economicamente viavel (5). Por um longo tempo aplicou-se
antibioticos de forma preventiva nas aguas das aquiculturas, porém, o resultado foi o
surgimento de bactérias resistentes, imunossupressdo, desestabilizacdo das bactérias
benéficas presentes no sistema gastrointestinal dos animais e acumulo de produtos
quimicos na 4agua e na carne dos peixes (6), tornando-se uma preocupagdo para
produtores, pesquisadores e consumidores.

Como alternativa para tentar fortalecer o sistema imunoldgico desses animais que
vivem sob estresse, a utilizagdo de imunoestimulantes tem sido vastamente pesquisada (7).
Essas substancias podem provocar a proliferacao e atividades celulares de alguns leucocitos,
como macréfagos e neutrdfilos, estimulando a atividade fagocitica e a secre¢ao de mediadores

imunoldgicos, como algumas citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-6 e IL-8) (8).
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Os peixes constituem um grupo de animais altamente heterogéneo que habita um
ambiente onde o encontro com patogenos € praticamente inevitavel (9). Evitar uma infecgao,
portanto, depende da capacidade dos peixes em produzir uma resposta imune que prevaleca
frente aos mecanismos de viruléncia dos micro-organismos. Os peixes possuem mecanismos
de defesa natural e adquirido (10,11), ambos com potencial de serem estimulados por meio de
moléculas imunomoduladoras adicionadas a agua, racdo ou administradas por meio de
injecdes estratégicas (12,13). Varios moduladores imunoldgicos diferentes foram encontrados
para melhorar o sistema de defesa ndo especifico em vertebrados, entre os quais as f-glucanas
sdo as mais eficazes e extensamente investigadas (8,12,14).

As PB-glucanas sdo polissacarideos encontrados na parede celular de espécies de
leveduras como Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, ou de plantas como o trigo,
centeio, algas marinhas, cogumelos e bactérias (7,15). A eficiéncia da molécula em ativar
células imunoldgicas depende da sua estrutura ramificada, do comprimento da cadeia ¢ da
frequéncia das cadeias laterais que sdo importantes para a funcdo imunoestimulante e
imunomodeladora das B-glucanas (16). Elas interagem com macréfagos, neutrofilos, células
Natural Killers (NK) e células dendriticas por meio de receptores especificos, como dectina-
1, Tool Like Receptor (TLR) 2/6 e Receptor de Complemento 3 (CR3) (17). A B-glucana
possui capacidade imunomoduladora em peixes através da administracdo por injegdes, vias
dietéticas ou por imersdao, demonstrando efeitos estimulantes tanto na imunidade intestinal,
quanto sistémica, e ainda aumentando a protecao contra um desafio patogénico (12,13).

As lesdes encontradas em peixes geralmente sdo causadas por ectoparasitas, bactérias
Gram-negativas ou trauma fisico (8). A cicatrizagdo de feridas consiste em um processo
composto por diversos fatores, ocorrendo temporalmente sobrepostos, envolvendo
inflamac¢do, formac¢do do tecido de granulacdo, angiogénese, re-epitelizacdao, contracao do
ferimento e remodelacdo da matriz extracelular (18,19). O reparo tecidual faz a restauragao da
aparéncia e func¢ao do tecido apos uma lesdo (20); os leucdcitos recrutados auxiliam na defesa
do animal e liberam mediadores essenciais para finalizar a inflamagao e o reparo tecidual
(21). Além disso, o equilibrio entre mediadores pro-inflamatorios e anti-inflamatorios,
juntamente com as fungdes exercidas pelas células envolvidas, é necessario para que a cura da
ferida se estabeleca. Assim, a utilizagdo de imunomoduladores tem demonstrado ajudar na
cura rapida e eficaz de feridas, desempenhando um papel importante na manutencao da saude
e bem-estar dos animais.

Os efeitos da B-glucana em relagdo a cicatrizacdo de feridas ja foram testados em

peixes de escamas como a Truta Arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (19) e Carpa Comum
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(Cyprinus carpio L.) (8), porém, nao ha estudos sobre o efeito cicatrizante da B-glucana em
peixes de couro como o Rhamdia quelen. Portanto, o nosso objetivo foi testar o efeito da [3-
glucana, através de banho de imersdo, como possivel cicatrizante de feridas cutineas e

modulador do sistema imunolégico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. B-GLUCANAS

As PB-glucanas sdo polissacarideos conhecidos como modificadores de resposta
biologica e sdo considerados um dos mais importantes imunomoduladores naturais.
Imunomoduladores sdo substancias bioldgicas ou sintéticas que agem inespecificamente no
sistema imunolodgico, inato ou adaptativo, podendo estimular ou suprimir suas fungdes.
Podem agir profilaticamente como imunopotencializadores em individuos saudaveis ou de
forma terapéutica em individuos imunocomprometidos (22).

Essas moléculas ocorrem naturalmente, sdo encontradas como componentes
estruturais da parede celular de muitas plantas (trigo, centeio, cevada e aveia), leveduras de
panificagdo e cervejaria (género Saccharomyces), algas marinhas, cogumelos, Echinaceas

(plantas herbéceas) e alguns fungos e bactérias (7).

2.1.1 Historico

A investigacdo de plantas que possuem propriedades farmacologicas e trazem
beneficios a satde ¢ feita ha séculos. A historia de investigacdo das B-glucanas ocorreu entre
os anos 1960 e 1970. Na Europa e nos Estados Unidos iniciaram-se pesquisas sobre o
Zymosan (polissacarideos isolados de Saccharomyces cerevisiae) ¢ intmeros estudos
investigaram o seu papel no sistema imunologico como forte estimulante de macrofagos,
neutrdfilos e inducdo da liberagdo de citocinas. Por muito tempo ndo ficou claro qual a
composi¢ao bruta que era responsavel pelos beneficios da substancia, porém, apos um tempo
a PB-glucana foi isolada, identificada e suas propriedades imunoldgicas foram investigadas,
comprovando seus efeitos primdrios na atividade imunomoduladora. No Japao a tradi¢do de
utilizar cogumelos como medicina alternativa (medicina oriental) ¢ de longa data. E, os
beneficios oriundos do consumo de cogumelos levaram os japoneses a estudarem os
componentes e os efeitos bioldgicos destas plantas, nas quais novamente foi encontrado a -
glucana como fonte principal da imunomodula¢do (23). As pesquisas sobre a B-glucana
continuam e ainda ha muito a ser descoberto, porém, ndo ha duvidas de que é uma poderosa

molécula imunomoduladora.
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As B-glucanas sdo polissacarideos muito diversificados compostos por moléculas de

glicose ligadas entre si por ligagdes beta-glicosidicas (15,16).

B-(1—3)-D-glucose

OH

o_ O--t

OH

B-{1—6)-D-glucose

Fig 1. Estrutura basica da molécula de B-glucana. N ¢ N* representam o nimero de repetigdes

especificadas de cada estrutura (24).

A atividade imunomoduladora estd associada a fatores como estrutura molecular,

tamanho da molécula, ramifica¢des, conformacao e solubilidade, sendo assim, ndo ¢ qualquer

molécula de B-glucana que pode ativar o sistema imunologico (16,25,26). Ha pesquisam que

demonstram que B-glucanas contendo ligacdes B — (1-3) e (1-6) sdo consideradas as mais

bioativas. Por exemplo, o receptor Dectina-1 reconhece especificamente as B-glucanas com

ligacdes 1-3/1-6 extraida de plantas, fungos e bactérias (27), porém, ndo reconhece B-glucanas

com ligagdes 1-4 (28). Acredita-se também que quanto mais complexa for a estrutura da

molécula, mais potente torna-se a resposta imunoldgica (26).

OH
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B-1,3

OH
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Fig.2. Exemplos de ligagdes entre as unidades de glicose repetidas, formando sua estrutura

bioquimica em diferentes moléculas de B-glucanas (13).
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2.2.3 Acao das B-glucanas

Ainda ndo sabemos completamente o mecanismo de a¢do das B-glucanas, porém, seus
efeitos imunomoduladores estdo atribuidos a capacidade com que interagem com receptores
presentes na superficie das células imunologicas. As B-glucanas sdo reconhecidas como
Padroes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) por Receptores de Reconhecimento
Padrao (PRRs) e essa interacdo faz com que ocorra a transcricdo de genes pro-inflamatdrios

(8) a partir das células estimuladas.

A interagdo molécula-célula pode ocorrer com neutrofilos, células NK, células
dendriticas, células residentes encontradas na superficie de tecidos, mas principalmente, com
os macrofagos (16). Alguns receptores ja foram descritos como, Dectina-1, TLR (2/6) e CR3,
resultando na ativagdo de diferentes aspectos da resposta imunoldgica do individuo,

dependendo do tipo de célula envolvida (26).

Quando ocorre a ligagdo com o receptor Dectina-1 varia vias de sinalizacdo sao
induzidas para ativar a resposta imune inata, gerando citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6 e IL-
8), espécies reativas de oxigénio (ROS) e processos como a fagocitose; quando ligada a um
receptor do tipo TLR resulta na sinalizagdo de NF-xB e MAPK; ocorre sinalizagao
intracelular com respostas celulares como citotoxicidade, fagocitose e migracdo quando as

moléculas de B-glucana interagem com o CR3 (25).
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Figura 3. Esquema simplificado da interacdo de B-glucana com o sistema imunologico. A
molécula interage com receptores expressos na superficie de células imunes inatas ou com o
complexo iC3b/CR3 de células opsonizadas, resultando na estimulacdo do sistema

imunologico com o envolvimento da imunidade inata e adaptativa (24).

2.3. PELE E CICATRIZACAO

Peixes vivem em ambientes susceptiveis a encontros com patdgenos, tanto no
ambiente selvagem da natureza ou em tanques de piscicultura. Para evitar a ocorréncia de
infeccdes ¢ necessario que estes animais estejam integros, saudaveis € com o sistema
imunolégico funcionando de maneira adequada. O sistema imune dos organismos abrange
muitos fatores importantes, que funcionam como barreiras protetoras, ¢ um dos primeiros e
mais importantes ¢ a pele; danos a estrutura da pele favorecem que patégenos infecciosos
consigam entrar no organismo de forma rapida e facil (22,29). Outro fator que favorece a
entrada de patégenos ou a sua fixagdo no organismo dos peixes ¢ a reducdo da producdo de
muco. O muco contido na pele dos peixes impede que parasitas, bactérias, e fungos se fixem a
eles, pois continuadamente ele ¢ descartado e substituido; além do mais, no muco estdo
contidas substancias biologicamente ativas, como lisozima, lectinas, enzimas proteoliticas e

peptideos antimicrobianos. Quando ocorrem perdas de muco ou da integridade da epiderme,
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consequentemente, a morbidade e mortalidade dos animais aumentam, destacando-se a
importancia da camada de pele integra e muco para a sobrevivéncia dos peixes (30).

As causas mais comuns de ferimentos em peixes sdo causadas por ectoparasitas,
bactérias Gram-negativas ou trauma fisico (8). A cicatrizacdo de feridas e a regeneragdo
tecidual sdo processos essenciais para a sobrevivéncia dos organismos. Peixes sdo utilizados
como modelos experimentais para analisar processos cicatriciais, pois a sua capacidade
regenerativa ¢ maior do que em animais vertebrados superiores como os humanos (31). A pele
desses animais representa uma estrutura complexa, composta por duas camadas, a epiderme
(epitélio estratificado externo) e a derme (camada interna), que sdo separadas por uma
membrana basal onde contem células indiferenciadas (32). A epiderme ndo representa
somente a primeira barreira contra o meio ambiente em que vivem, mas o local onde iniciam
as respostas imunolodgicas contra microrganismos (33).

A cicatrizagdo de feridas ¢ um processo complexo e bem organizado, nele estdo
envolvidos fatores fisiologicos e mecanismos imunologicos. A cicatrizagdo ¢ dividida em trés
fases sobrepostas: inflamagdo, formag¢ao de tecido e remodelacdo. As restauracdes da

aparéncia e da funcao do tecido lesionado ocorrem apos a conclusao do reparo tecidual (20).

CELL PROLIFERATION AND MATRIX REMODELLING
MATRIX DEPOSITION

« Fibroplasia

+ Angiogenesis

+ Re-epitheliazation

+ Extracellular matrix synthesis

+ Extracellular
matrix synthesi:

+ Degradation
Remodelling

Granulocyte!

Maximum response

I !
0.1 0.3 1 3 10 30 100 300
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Figura 4. Linha do tempo para trés fases do processo de cicatrizagdo de feridas em

mamiferos. As mesmas trés fases sdo observadas em feridas de peixes (31).

Em mamiferos, quando ocorre uma lesao tecidual os vasos sanguineos sao rompidos, €

para que a homeostase seja normalizada novamente ¢ necessario que globulos vermelhos e
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plaquetas trabalhem na formagao de um coagulo, formando também uma matriz proviséria
para a migracao celular (29). Nesse momento iniciam as reagdes inflamatdrias, que tém o
objetivo de limpar o local da lesdo e combater possiveis patdogenos que entraram no local,
neutr6filos e macrofagos sdo recrutados através da secrecdo de mediadores vasoativos e
quimiocinas, como Interleucinas, TNF-a e Interferons (29,34). Além disso, a secre¢ao dessas
moléculas quimicas auxilia também na regulacdo da reepitelizacdo, angiogénese e

remodelamento tecidual (34).

2.4 O JUNDIA

Os peixes da espécie Rhamdia quelen siao conhecidos popularmente no Rio Grande do
Sul como Jundids; os jundids sdo peixes de couro, pertencente a familia Heptapteridae da
ordem dos Siluriformes. A sua distribui¢do natural é neotropical, ocorrendo do sudeste do
Meéxico até o centro da Argentina e a sua producdao ¢ de grande escala no Sul do Brasil.
Podem chegar a pesar 3 quilos e atingir 50 centimetros de comprimento (35,36).

Os jundias tém habitos noturnos e na natureza saem a noite para a caga de seus
alimentos; possuem nutricdo omnivora e sdo generalistas, caracteristica que favorece sua
adaptacdo a alimentos artificiais, facilitando a sua producdo (35). Os jundids preferem
ambientes com aguas calmas, com fundo arenoso ou contendo lama, juntamente a vegetacoes,
permanecendo no fundo dos rios e lagos, em locais calmos. Sao euritérmicos, suportando
diferentes temperaturas e se adaptando muito bem ao frio. Devido a essas caracteristicas do
animal e a aceita¢do da sua carne para consumo pela populagdo, o interesse pela sua producgao
tém crescido, principalmente, no Sul do Brasil (36).

Até o terceiro ou quarto ano de vida os machos possuem maior crescimento do que as
fémeas, apods, elas passam a crescer mais rapidamente. Além disso, as fémeas também
possuem maior sobrevida do que os machos, sendo 21 anos para elas e apenas 11 para os
machos (35). Sua maturidade sexual ocorre logo ao primeiro ano de vida, em habitats naturais
a desova ocorre em locais calmos, com agua limpa e fundo pedregoso. A espécie nao
apresenta cuidado parental e possui duas desovas multiplas por ano, ocorrendo uma na
primavera e outra no verao (37).

O maior desafio para criacdo desta espécie sao as bactérias patogénicas presentes no
ambiente, sendo que, varias ja foram encontradas em animais do Rio Grande do Sul e
descritas, como Aeromonas hydrophila (patogénica facultativa, provoca graves infecgdes),

Flavobacterium sp (doeng¢a branquial bacteriana), Pseudomonas sp (patogénicas
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oportunistas), Vibrio sp (peste vermelha ou doenga do furinculo), Pasteurella sp
(enfermidades e septicemia), Staphylococcus sp (ulceras no corpo), Micrococcus sp (lesdes no
dorso), entre outras (35). Assim, podemos refor¢ar mais uma vez a importancia de encontrar
alternativas que aumentem a resisténcia desses animais aos patogenos, fortalecendo o seu

sistema imunolégico e acelerando a cicatrizagao de lesdes causadas por bactérias.

Nesse contexto, visto que nao ha estudos sobre o processo de cicatrizagdo em jundiés e
sobre o papel de moléculas imunomoduladoras nesse processo, nés testamos o banho de
imersdo com B-glucana em duas concentragdes diferentes para avaliar a sua capacidade de
regenerar tecidos de forma rapida e eficaz, e avaliamos o efeito imunomodulador no sistema

imunoldgico de jundias.
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Resumo

E frequente a presenca de lesdes cutineas em peixes de producdo, causadas por traumas
fisicos ou por infeccdes. O meio aquatico que esses animais vivem sao compostos por
diversos microrganismos, sendo que, muitos deles sdo patdogenos infecciosos. Desta maneira
torna-se essencial encontrar meios que fortalegam o sistema imunoldgico frente aos patdgenos
e que auxiliem na cicatrizacdo rapida e eficaz. Nos testamos a eficacia de um produto
comercial composto por B-glucana (MacroGard — Biorigin) como possivel acelerador do
processo cicatricial de feridas e seu papel imunomodulador em peixes da espécie Rhamdia
quelen. Para testar o efeito na cicatrizag¢@o, os animais receberam duas feridas de punch de 3
milimetros, uma em cada lado do tronco préximas a nadadeira dorsal e, posteriormente, foram
banhados em 4guas enriquecidas com B-glucana por 1 hora, durante 28 dias em duas
concentragdes diferentes (0.1pg/mL e 0.5ug/mL). A avaliagdo do processo de cicatrizagdo foi
feita mediante coleta de tecido nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28 apds lesdo com punch de 6
milimetros para a realizagdo de analise histopatologica; além disso, realizamos analise visual
da ferida. Nos mesmos dias foram realizadas coletadas de soro dos animais para testar o efeito
imunomodulador sobre os niveis de lisozima, mieloperoxidase, cortisol e atividade hemolitica
espontanea. Por meio da analise visual da regressdo da ferida ndo foi possivel evidenciar
diferenga entre os grupos tratados e o controle, porém, a histopatologia demonstrou que os
grupos tratados iniciaram o remodelamento tecidual mais precocemente do que o grupo
controle, evidenciando a eficacia da B-glucana na cicatrizacao das feridas. Os ensaios para
avaliacdo do sistema imunologico ndo evidenciaram resultados positivos da -glucana.
Palavras-chave: Rhamdia quelen, cicatrizagdo de feridas, imunomoduladores, p-glucanas,

piscicultura.
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1. Introducéo

A producdo de peixes tem aumentado ao longo dos anos, estimulada principalmente
pela busca de alimentos consideraveis saudaveis e pela reducdo dos estoques naturais. A
aquicultura tem se tornado uma atividade economica importante e dados publicados pela
Organizagao da Alimentagdo e Agricultura (FAO) da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU)
e a Organizacdo para a Cooperagdo ¢ Desenvolvimento Economico (OCDE) indicam que
entre os anos de 2020 e 2021 o nimero de peixes cultivados serda maior do que de peixes
capturados (1). Os peixes provenientes de pisciculturas sdo intensivamente manejados e
sujeitos a estresse, o que pode levar ao declinio das fun¢des imunologicas e facilitar o
desenvolvimento de doengas infecciosas causadas por bactérias e parasitas, e
proporcionar o desenvolvimento de lesdes cutineas, desconforto, aumento do estresse e
reducdo na alimentacao, afetando o desempenho e sobrevivéncia dos peixes (2,3).

O meio aquatico estd composto por diversos seres vivos, muitos dos quais sdo
microrganismos com potencial patogénico; a interacdo entre peixes € microrganismos ¢
inevitavel, portanto, ha anos busca-se uma alternativa para aumentar a resisténcia dos
peixes aos patdgenos oportunistas. E comum encontrar lesdes de pele em peixes de
produgdo, geralmente causadas por bactérias, fungos, parasitas ou trauma fisico (4).
Encontrar ferramentas que sejam benéficas ao sistema imunologico dos peixes e que nao
tragam prejuizos a longo tempo tornou-se uma preocupagdo urgente. Nesse contexto, os
imunoestimulantes, como as p-glucanas, tém grande potencial terapéutico e tem sido
amplamente investigados para o fortalecimento do sistema imunoldgico (5).

As B-glucanas sdo polissacarideos que ocorrem naturalmente, sendo encontrados
como componentes estruturais da parede celular de algumas plantas, leveduras (género
Saccharomyces), algas marinhas, cogumelos e alguns fungos e bactérias (5,6). H4 uma
diversidade de moléculas de B-glucanas que diferem em relacdo ao comprimento, peso
molecular, ramificacdes e bioatividade (6,7). As B-glucanas sdo conhecidas como
modificadores da resposta biologica, pois funcionam como Padrdes moleculares
Associados a Patogenos (PAMPs) que sdo reconhecidos por Receptores de
Reconhecimento Padrao (PRRs) presentes nas células do sistema imunoldgico; essa
interacdo faz com que ocorra a transcri¢gdo de genes pro-inflamatorios e a ativacido de
cé¢lulas imunes (4).

A integridade da pele ¢ essencial para a sobrevivéncia de qualquer animal,
principalmente para aqueles que vivem em ambientes aquaticos; a pele, juntamente com o

muco, forma a primeira linha de defesa contra patogenos. A reducdo da integridade da pele
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facilita a entrada de microrganismos no tecido e no sistema vascular, portanto, sempre que
ocorrerem ferimentos ¢ necessaria uma solugao rapida e eficaz (8,9). A cicatrizagao das lesdes
e a regeneragdo do tecido sdo processos essenciais para a sobrevivéncia dos organismos. O
processo de cicatrizacdo ¢ complexo e bem organizado, sendo composto por fases sobrepostas
temporalmente, que incluem, inflamagdo, formac¢ao do tecido de granulacdo, angiogénese,
reepitelizagdo, contragdo do ferimento e remodelacdo da matriz extracelular, onde estdao
envolvidos mediadores soluveis, células sanguineas, células residentes e componentes da
matriz extracelular (8,10,11).

Nas ultimas décadas o estudo dos efeitos das P-glucanas tem sido vastamente
estudados, ficando evidentes os beneficios imunoldgicos dessa molécula em diferentes
espécies de animais, como inducdo de citocinas (12,13), imunomodulagcdo (12,14,15),
expressao de genes relacionados ao sistema imunoldgico (11,15,16), aumento da resisténcia a
subsequentes desafios bacterianos (17-19), imunidade transgeracional aumentada (17,20),
aumento do crescimento corpoéreo em peixes (14,18,21), aumento do metabolismo lipidico
que leva a diminui¢ao dos niveis de colesterol (22,23) e diminuigdo da resposta ao estresse
(14). Além disso, os efeitos da B-glucana em relagdo a feridas ja foram avaliados em peixes de
escamas como a Truta Arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (11) e Carpa Comum (Cyprinus
carpio L.) (4), entretanto, ndo ha estudos sobre o efeito da B-glucana em peixes de couro
como o Jundia (Rhamdia quelen). No presente estudo avaliamos o efeito bioldgico da f-
glucana como modificador da resposta imunologica e potencial cicatrizante de feridas

cutaneas em jundias expostos ao banho de imersao.

2. Materiais e Métodos

2.1  Animais: para este experimento foram utilizados cento e noventa peixes da espécie
Rhamdia quelen, produzidos e obtidos no Centro de Pesquisa Agropecuaria (CEPAGRO) da
Universidade de Passo Fundo. Os peixes foram mantidos em tanques autolimpantes, contendo
duzentos e oitenta litros de agua corrente e protegidos da luz solar direta. Cada tanque
continha trinta e oito peixes, os quais foram alimentados uma vez ao dia ad libitum com ragéo
comercial (3% do peso animal) contendo 38% de proteina bruta. Antes de quaisquer
procedimentos invasivos os animais foram previamente anestesiados com Eugenol (24). O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Passo Fundo (Protocolo n°

042/2017).
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2.2. Banho de Imersido com B-glucana: Para a solu¢ao de imersdo utilizamos f-glucana
comercial (MacroGard®, Biorigin, Brazil), que foi preparada conforme descrito
anteriormente (4) em duas concentragdes. A B-glucana foi adicionada na dgua até atingir a
concentragdo final de 0.1pug/mL e 0.5ug/mL e foi mantida por 1h/dia ao longo de 30 dias.
Apresentamos o delineamento experimental na Tabela 1.

Para avaliagdo da cicatrizagdo foram feitas duas biopsias de pele de 3 milimetros, uma
em cada lado do tronco, proximas a nadadeira dorsal dos animais. Foram realizadas coletas de
sangue e tecido nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28 apos lesdo. O tecido foi coletado com punch de 6
milimetros, para que a analise histopatoldgica verificasse o processo cicatricial no local da
ferida e na regido ao redor desta. Além disso, a evolucdo do processo de cicatrizagdo foi
acompanhado por registros fotograficos e mensuragdo da ferida através do software Imagel. O
sangue foi coletado do arco hemal usando seringas de 3mL. Apds coleta o sangue permaneceu
em gelo até coagular, por aproximadamente uma hora. Em seguida o soro foi separado através
de centrifugagdo (2500 x g por 10 minutos a 4°c) e armazenado a -80°c até a realizagdo dos

testes.

2.3. Atividade Hemolitica do Soro: A atividade hemolitica do soro foi determinada
conforme descrito anteriormente (25). Hemacias de carneiro constituiram as células alvo do
teste, diluidas em PBS, adicionadas a placas de microtitulagdo em contato com o soro de
peixe, por uma hora a 20°C. Apds esse periodo, as placas foram centrifugadas e o

sobrenadante utilizado para medir a densidade optica a 540 nm (DO 540nm).

2.4.  Lisozima: O teste foi executado através dos ensaios turbidimétricos (26) com algumas
modificagdes. Em placas de fundo chato foram adicionados 10ul do soro de peixe e 200ul de
Micrococcus lysodeikticus em PBS. Apos, as medigdes foram feitas por meio de
espectrofotometro (DO 540nm) nos seguintes tempos: 1,4 e 7 minutos apos a adicdo de M.
lysodeikticus. Para controle foi utilizada lisozima de ovo de galinha (SIGMA). A diminuigdo
da absorbancia foi medida e comparada com uma curva padrao correspondente a absorbancia

em relacdo aos tempos das medigdes.

2.5. Quantificacdo de Cortisol: Utilizamos o Kit comercial (Cortisol Elisa Kit —
Diagnostics Biochem, Canadé) de Ensaio Imunoenzimatico para determinagdo quantitativa de

cortisol, seguindo as instru¢des do fabricante.
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2.6. Determinacdo da Atividade da Mieloperoxidase: O teste foi executado conforme
descrito anteriormente (27) com pequenas modificagdes. Foram utilizadas placas de 96
cavidades, onde misturamos 10ul do soro de peixe com 90ul de solugdo Hank’s (livre de
Cat++ e Mg++). Adicionamos 35ul do substrato de peroxidase (OPD — o-phenylenediamine
dihidrochloride) em tampao citrato 0,2 M e fosfato 0,1 M, pH 5,3). A reacdo foi finalizada
com a adicdo de 35ul de acido cloridrico. A DO do sobrenadante foi mensurada por

espectrofotometria (492 nm).

2.7. Regressdo da Ferida e Histopatologia: para medigdo da regressdao fotografamos as
feridas anteriormente as coletas de tecido e utilizamos o software Image J que nos deu as
medidas em pixels. O tecido coletado com o punch de seis milimetros foi avaliado nas
coloracdes de hematoxilina-eosina, picrosirius e toluidina, onde observamos a presenca e
quantidade de células inflamatorias envolvidas, etapas do processo de cicatrizagcdo e

remodelagdo tecidual.

2.8.  Andlises Estatisticas: As diferencas entre os tratamentos foram analisadas pelo teste
ANOVA de duas vias, seguido por teste de multiplas comparagdes. As estatisticas foram
feitas através do software GraphPad Prism 7. As diferencas foram consideradas significativas

quando p<0.05 e os dados mostrados representam média + SE.

3. Resultados

3.1 Efeito do banho enriquecido com f-glucana no Sistema Imunologico

A atividade hemolitica espontdnea no soro dos jundias apresentou diferencas
significativas no sétimo dia apds lesdo, entre os grupos sem lesdo e com B-glucana e o grupo
com lesdo tratado com 0.5ug/mL de B-glucana (Figura 1). A lisozima sérica teve aumento
significativo no terceiro dia, no grupo que ndo recebia tratamento, mas possuia lesdes, em
relacdo aos outros grupos, nos demais dias os niveis de lisozima no soro se mantiveram
préximos aos niveis basais (Figura 2). Os niveis de cortisol estavam aumentados em todos os
grupos no primeiro dia apods ferimento, o maior nivel de cortisol ocorreu no grupo Apenas
Lesao e o menor no grupo sem tratamento e sem lesao (Figura 3). No primeiro dia apos lesao
os grupos tratados com a molécula de B-glucana demonstraram niveis mais baixos de MPO
(mieloperoxidase) em comparagdo com 0s grupos sem o tratamento (Figura 4).

3.2 Efeito do banho enriquecido com f-glucana na regressao da ferida
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As feridas obtidas com o punch estdo demonstradas na Figura 5. Observamos
visualmente as feridas em todos os tratamentos até o décimo quarto dia de experimento apds
lesdo; no vigéssimo primeiro dia todos os animais ja apresentavam a pele cicatrizada, apenas
com diferenga no pigmento da pele no local da lesdo. No ultimo dia (28° apos lesdo) os
grupos tratados com B-glucana ja apresentavam coloracao normal da pele, ndo permitindo
distinguir exatamente onde foram feitas as lesdes, porém, alguns peixes do grupo tratado com
0.1pg/mL apresentavam marcas pouco aparentes da lesdo e no grupo sem tratamento alguns
animais apresentavam, além da marca da lesdo, tecido hipopigmentado (esbranquicado) ao
redor da lesdo cicatrizada (Figura 7). Na figura 6 podemos observar a regressao da ferida,
mostrando pouca diferenc¢a visual e nenhuma diferenga estatistica significativa.

A analise histopatologica revelou que até a quarta coleta (14° dia) a derme apresentou-
se interrompida no local da lesdo. A partir do décimo quarto dia os grupos que receberam
tratamento com a B-glucana ja apresentavam remodelamento da ferida, enquanto o grupo
controle ainda apresentava tecido de granulagdo. Os grupos tratados também iniciaram a fase
proliferativa e de maturacdo antes do grupo ndo tratado. No grupo controle ainda havia
resquicios de tecido fibroso em meio a camada muscular (Figura 8). O grupo tratado com
0.5ug/mL de B-glucana obteve uma maturagdo e regeneragdo dérmica mais rapida, indicado
pelo numero baixo de fibroblastos na derme, sendo que, quanto menor a quantidade de
nucleos, mais madura estd a derme (Figura 9). Na tabela 2 apresentamos um resumo dos

resultados da histopatologia.

4 Discussao

A ocorréncia de lesdes em peixes de criagdo ocorre com alta frequéncia, sejam elas
resultantes de traumas fisicos ou infec¢des bacterianas e parasitarias. O comércio de peixes
passou por grandes mudangas e evoluiu nos ultimos anos, entretanto, ainda hd muitas
situacdes de manejo que expdem os animais a altos niveis de estresse, prejudicando a saude
dos animais. A maioria das pisciculturas utiliza d4gua de fontes naturais para cultivar os peixes
em tanques e, mesmo que utilizem agua tratada, apos certa idade os animais sao soltos em
viveiros, e nessas dguas ha uma diversidade grande de microrganismos. Com o sistema
imunolégico prejudicado pelo estresse os peixes ficam mais susceptiveis as doencas
infecciosas, que em grande parte, se caracterizam por lesdes cutidneas. Portanto, além de
medidas preventivas, ha uma necessidade de encontrar formas que auxiliem numa

cicatrizagdo rapida e eficaz de ferimentos e, se possivel, de modulagao do sistema imune.
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Nesse cenario, o uso de imunomoduladores, inseridos na dieta, em banhos de imersdo ou
vacinas, representa uma grande conquista para a piscicultura, e tém sido demonstradas com
grande sucesso para fortalecimento do sistema imune (12-23,28) e para acelerar o fechamento

das lesdes de pele (29,30).

Imunomoduladores sdo substancias biologicas ou sintéticas que agem
inespecificamente no sistema imunoldgico, inato ou adaptativo, podendo estimular ou
suprimir suas funcdes (9). As B-glucanas sdo conhecidas como potenciais imunomoduladores
que estimulam fun¢des do sistema imunologico e muitos estudos descreveram o seu efeito
positivo em diferentes animais (12-23). A potencialidade das B-glucanas esta associada ao
tamanho da molécula, estrutura molecular, ramificacdoes, conformacdo e solubilidade,
destacam-se as B-glucanas com ligagdes 1,3 e 1,6 como as mais bioativas (31-33). No
presente estudo demonstramos que a B-glucana (MacroGard) foi eficaz na aceleragdo do
remodelamento tecidual em lesdes de jundias expostos ao banho com a molécula. A
MacroGard ¢ composta de 1,3 — 1,6 B-glucana altamente purificada da levedura de

Saccharomyces cerevisiae.

Nos ensaios imunoldgicos para mensuracao de parametros do sistema imune natural,
nao foi possivel demonstrar que a B-glucana estimula respostas imunologicas. No entanto,
embora ndo foi possivel observar altera¢cdes nos pardmetros imunolédgicos, a inclusdo da B-
glucana na dieta de jundids aumentou significativamente a resisténcia contra o desafio com
Aeromonas hydrophila (28). Além disso, o uso de PB-glucana como adjuvante vacinal
potencializa a producao de anticorpos contra antigenos soluveis (19). O uso de dieta com B-
glucana em experimento realizado com linguado também ndo demonstrou resultados
significativos em relacdo a atividade hemolitica, porém, a atividade da lisozima estava
aumentada quando os animais receberam uma vacina adjuvantada (34). Em nosso
experimento, observamos que os niveis de cortisol aumentaram em todos os grupos no
primeiro dia apds a lesdo, e o menor aumento foi no grupo sem lesdo e sem [B-glucana,
demonstrando que seu aumento deve ter sido causado pelo manejo para a realizacdo dos
banhos, ja que a mistura de B-glucana era misturada na agua, fazendo com que ocorresse
interferéncia, e pela lesdo, j4 que o grupo Apenas lesdo foi o que demonstrou o maior

aumento do cortisol.

A ruptura da derme permite a entrada de bactérias e predispde a infecgdes; no entanto,

nenhum animal morreu durante o experimento, porém, em algumas laminas histologicas foi
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possivel verificar a presenga de bactérias. No nosso estudo, pela analise visual das lesdes, foi
possivel estabelecer diferengas sutis entre os grupos tratados e o controle; o principal fator
observado foi a pigmentacao diferenciada no local da lesdo. No grupo com lesdo e tratado
com B-glucana (0.5 ug/ml) o tecido estava praticamente normal no 21° dia apos lesdo,
enquanto que no grupo Apenas lesdao o local da lesdo ainda se encontrava totalmente

despigmentado no 28° dia apos lesao.

Macroscopicamente, embora subjetivo, o imunomodulador apresenta potencial para o
fechamento de lesdes cutaneas. A analise histopatoldgica das lesdes, no entanto, nos permitiu
analisar microscopicamente o efeito da P-glucana na cicatrizagdo tecidual. E, com essas
analises, foi possivel demonstrar que no grupo controle (Apenas lesdo) o remodelamento
tecidual e regeneragdo ocorreram de forma mais lenta. Isso comprova a necessidade de ter
estudos histopatoldgicos para provar a real agdo de substancias sobre cicatrizacao de lesdes. A
cicatrizagdo de feridas de camundongos diabéticos melhorou com a administragdo de B-
glucana e na histopatologia observou-se maior rapidez na formagdo de tecido de granulagdo
em animais tratados quando comparados com controles (30). Em peixes, estudos sobre o
efeito da B-glucana em banhos de imersdo na cicatriza¢ao de feridas foram conduzidos com a
truta arco-iris, nas quais, ap6s ferimento a andlise visual ndo demonstrou diferencas entre os
tratamentos; mas, através da histopatologia, observou-se que em 100 dias a derme ainda
estava espessa e desorganizada em ambos os grupos. Além disso, o uso da molécula
imunomoduladora ndo apresentou nenhum efeito significativo no fechamento das feridas dos
peixes (11). Em um estudo feito com carpa-comum, a andlise visual mostrou diferengas
significativas positivas nos grupos tratados com a B-glucana em relacdo ao controle, porém,
nesse estudo ndo foram feitas andlises microscopicas do tecido cicatricial (4). O metabolismo
dos animais funciona conforme alguns fatores externos, entre eles esta a temperatura
ambiente. No experimento com a truta arco-iris os autores mencionaram que a temperatura da
agua ficava em torno de 8,5° e citaram esse fator como interferente em parte na demora da
cicatrizagao das lesdes. Em nosso estudo, a temperatura da agua se manteve em uma média de
22,5°C e o fechamento das lesdes ocorreram em apenas 21 dias. Além disso, peixes de
escamas possuem um processo de regenera¢do mais complexo do que em peixes de couro
como o jundid; e, esses dois fatores (temperatura da agua e presenga de escamas) podem

contribuir para retardar o processo de cicatrizagdo quando comparado com peixes de couro.

Em resumo, nosso estudo demonstrou que o processo de cicatrizacdo em jundias

ocorre de forma rdpida e que a presenca de [P-glucana na agua acelera o processo de
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regeneracgdo tecidual. Dessa forma, em situagdes de estresse, poderia se recomendar o uso de
B-glucana na dieta como forma de fortalecer o sistema imune contra possiveis desafios por
microrganismos patogénicos e, caso necessario, adicionar a -glucana na dgua para restaurar

pequenas lesdes cutaneas que poderiam aumentar o risco de infecgdes oportunistas.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Representacao da atividade hemolitica espontanea do soro de jundids. As barras
mostram a média e o erro padrdo de cada tratamento, as diferencas estatisticas foram

consideradas quando p< 0,05.

Figura 2. Quantificagdo da lisozima presente no soro de jundids. As barras representam a
média e o erro padrdo de cada tratamento, as diferengas estatisticas foram consideradas

quando p< 0,05.

Figura 3. Nivel de cortisol quantificado no soro de jundias. As barras representam a média e o

erro padrdo de cada tratamento, as diferencas estatisticas foram consideradas quando p< 0,05.

Figura 4. Niveis de MPO no soro dos animais ao longo do experimento. As barras
representam a média e o erro padrdo de cada tratamento, as diferengas estatisticas foram

consideradas quando p< 0,05.

Figura 5. Bidpsias de pele. A) Inicio do experimento, feridas com punch de 3 milimetros; B)

24 horas apos ferimento. Setas indicam o local da lesdo.

Figura 6. Representagao estatistica do tamanho das feridas nos dias 1, 3, 7 ¢ 14 pos-ferimento.
Grupo controle e grupos tratados (0.1 pg/mL e 0.5 pg/mL de B-glucana). As barras

representam a média e o erro padrdo.

Figura 7. Lesdes cutaneas em jundias. Imagens realizadas ao longo do experimento,
mostrando a diferenga na cicatrizagdo visual das feridas nos diferentes tratamentos. Cada
imagem representa um espécime diferente. As linhas representam: A: Controle sem -
glucana; B: tratamento com 0.1pg/mL de B-glucana; C: tratamento com 0.5pg/mL de [-

glucana.

Figura 8. Camada muscular, 28 dias pos-lesdo. A- Grupo controle: Sem B-glucana: podemos
observar deposi¢do de fibras colagenas e fibroblastos (ocupando aproximadamente 75% do

corte), junto a células inflamatorias e fibras musculares em inicio de processo de regeneragao.
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B- Grupo tratado com B-glucana: observamos fibrose (ocupando aproximadamente 40% do

corte) e fibras musculares regeneradas, ha eventuais células inflamatorias. H&E, 200x.

Figura 9. Diferencas histopatoldgicas na regeneragdo tecidual dos grupos. H&E, aumento 50x.
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Figura 3
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Figura 7

Figura 8
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Figura 9
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Tabela 1 Delineamento Experimental. Organizagdo dos Grupos, tratamentos ¢ lesoes.

Grupos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Banho Sem 0.5ug/mL de Sem 0.1pug/mL de 0.5pg/mL de
B-Glucana B-Glucana B-Glucana B-Glucana B-Glucana
Lesdo Ausente Ausente Presente Presente Presente

Tabela 2 Achados histopatologicos avaliados nos tecidos coletados dos animais.

Representagdo da camada muscular, derme e epiderme das lesdes. Legenda: discreto - +;

moderado - ++; acentuado - +++.

inflamatorio misto.

Dias

10

70

Camadas
Teciduais

Muscular

Derme

Epiderme

Muscular

Derme

Epiderme

Com lesdo
Sem B-glucana
Necrose +++
Edema +++
Fibrina +++
Hemorragia ++

Inflamagao ++ee

Regenerada, porém
imatura

Necrose +/++

Tecido de granulacdo +
Inflamagao ++ee

Regenerada, porém
imatura

Inflamacao +

Com leséo
0.1% de B-glucana
Necrose +++
Edema ++
Fibrina +++
Hemorragia ++/+++

Inflamagao ++ee

Regenerada, porém
imatura

Necrose +
Tecido de granulagdo

—+

Inflamacgao ++

Regenerada, porém
imatura

eInfiltrado inflamatério mononuclear eeInfiltrado

Com leséo
0.5% de B-glucana
Necrose +++
Edema ++
Fibrina +++
Hemorragia ++/+++

Inflamagao ++ee

Regenerada, porém
imatura

Necrose +
Tecido de granulagdo

et

Inflamacgao +

Normal
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21°

28°

Muscular

Derme

Epiderme

Muscular

Derme

Epiderme

Muscular

Derme

Epiderme

Tecido de granulacao ++

Inflamacao +

Fibroblastos jovens +++

Deposicao de colageno
++

Camadas indistintas

Madura com camadas
bem organizadas

Regeneracao das fibras
musculares +

Fibrose ++

Inflamacao +e
Fibroblastos ++

Deposic¢ao de colageno

e
Melanoforos +
Camadas indistintas

Normal.

Regeneracao das fibras
musculares +
Fibrose +

Inflamagao ++

Regeneracao ++/+++
Fibroblastos +/++

Estratos distintos ++

Normal

Fibroblastos ++
Deposicao de
colageno ++
Novas fibras
musculares +/++
Inflamacao +
Fibroblastos jovens
+++

Deposigao de
colageno +++

Camadas indistintas

Normal

Regeneragao das
fibras musculares ++

Inflamagao +

Fibroblastos +++
Deposicao de
colageno +++
Melanoéforos ++

Camadas distintas

Normal

Regeneracao muscular

e A

Fibrose +
Inflamagao +
Regeneracao +++

Fibroblastos +/++

Estratos distintos +++

Normal
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Fibroblastos ++
Deposicao de colageno

++
Novas fibras musculares
+/++

Inflamacgao +
Fibroblastos jovens +++

Deposicao de colageno
++/+++

Normal

Regeneracao das fibras

musculares +++

Fibroblastos +++
Deposi¢ao de colageno

o+
Melandforos ++

Camadas distintas
Normal

Regeneracao muscular
+++

Inflamacgao +

Regeneracao +++
Fibroblastos +

Estratos distintos +++

Normal
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3. CONCLUSAO
A utiliza¢do de ferramentas que contribuam para melhorar o desenvolvimento dos peixes
de producdo ¢ de suma importancia. Sabendo-se da frequéncia em que estes animais acabam
adquirindo lesdes cutineas, ¢ essencial encontrar substancias que acelerem o processo de
cicatrizagdo, diminuindo o tempo de exposi¢do dos animais a patdogenos infecciosos. Assim, a
B-glucana (MacroGard™) atua como acelerador dos processos envolvidos no fechamento de

feridas. Com os resultados apresentados nesse trabalho concluimos que:

1- A estratégia utilizada para testar os efeitos da molécula através de banhos de imersdo ¢
uma técnica de facil aplicacao, com valor acessivel e pode tornar-se uma realidade no
ramo da piscicultura, gerando bons resultados;

2- A PB-glucana (MacroGard®) acelera o processo de cicatrizagio de lesdes cutineas
através de banhos de imersdo em peixes da espécie Rhamdia quelen. Seu efeito
benéfico foi observado macroscopicamente, sendo que, ¢ visualmente nitida a
diferenca entre grupos tratados e controle, e microscopicamente onde visualizamos
que a regeneracao tecidual iniciou antes nos grupos tratados com a molécula;

3- O efeito imunomodulador da B-glucana nao foi satisfatério quando analisado em

relagcdo aos parametros imunoldgicos no soro dos animais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para chegarmos a conclusdo de que a utilizagdo da B-glucana em banhos de imersao ¢
um excelente método para auxiliar na cicatrizagdo dos peixes de pisciculturas e, com isso,
auxiliar no bem-estar dos animais, foi necessario utilizar animais para a experimentacao
cientifica. H4 um grande movimento social trabalhando no sentido de diminuir a utilizag¢do de
animais em experimentos e estamos nos encaminhando para isto, porém, ainda ha necessidade

de utiliza-los em determinado experimentos para ter resultados concisos e confiantes.

No experimento descrito nesta dissertagdo buscamos encontrar uma alternativa que
conseguisse trazer beneficios tanto ao produtor, diminuindo seus prejuizos financeiros, ao
consumidor, trazendo uma alternativa natural que ndo traga riscos a sua saude, e aos animais,

buscando diminuir o desconforto e estresse gerado pelo manejo e/ou doengas infecciosas.
Perspectivas futuras

Os resultados desse trabalho demonstram o efeito na cicatrizagao de peixes de couro, o
proximo passo € avaliarmos a diferenca que ocorre para regeneracao de feridas entre peixes
de couro e escamas, e qual o papel que a B-glucana podera exercer nas diferentes espécies. A
avaliacdo dos parametros imunologicos e de regeneragao tecidual também devera ser avaliada

em animais pré-expostos a molécula.
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