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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Bioexperimentagéo
Universidade de Passo Fundo

VALORIZACAO DA B-GLUCANA COMO IMUNOESTIMULANTE PARA USO EM
DIETAS E VACINAS
Autor: Janine Di Domenico
Orientador: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 05 de Agosto de 2015

O presente trabalho descreve o efeito da B-glucana na modulag¢do do sistema imune natural e
especifico de jundias (Rhamdia quelen). No primeiro experimento, a albumina sérica bovina
(BSA; 200ug/peixe) foi associada a B-glucana (0,02, 0,06 e 0,1%) ou montanide e inoculada
pela via intraperitoneal. Previamente a inoculagdo e aos 14, 28 ¢ 42 dias pds-inoculagao (p.i.)
foram realizadas coletas de sangue para avaliacdo da producdo de anticorpos anti-BSA. No
segundo experimento, duas concentragcdes de B-glucana (0,01% e 0,1%) foram adicionadas a
racdo fornecida aos jundids por 21 dias, para avaliacdo de pardmetros hematologicos e
imunologicos, ou 42 dias, para avaliacdo do ganho de peso e resisténcia ao desafio com
Aeromonas hydrophila. A determina¢do da produgdo de anticorpos anti-BSA em jundias
imunizados com BSA associada a B-glucana ou montanide demonstrou o potencial da [-
glucana como adjuvante vacinal, visto que a quantidade de anticorpos especificos detectados
aos 28 dias p.i. foi similar em ambos os grupos, e significativamente maiores (p<0.05) que
nos peixes imunizados somente com BSA. As analises das células sanguineas dos peixes que
receberam dieta acrescida de B-glucana por 21 dias indicaram ndo haver diferencas na
quantidade de células mensuradas antes e apos a dieta. Observou-se, de forma geral, uma
reducdo nao significativa do nimero de diversas células em todos os grupos experimentais,
fendomeno esse possivelmente decorrente do confinamento dos peixes nos tanques. Entre os
parametros imunoldgicos avaliados, observou-se que nos peixes alimentados com B-glucana a
atividade hemolitica natural do sistema do complemento foi maior compara do com o grupo
controle. O ganho de peso dos peixes alimentados com B-glucana por 42 dias foi similar ao
grupo controle. No entanto, apds o desafio com A. hydrophila, a quantidade de bactérias
isoladas do sangue foi significativamente menor (p<0.05) e a sobrevivéncia ao desafio foi

significativamente maior (p<0.05) nos peixes que receberam [-glucana na rac¢do, em



Xi

comparagdo com o grupo controle. De forma geral, os resultados indicam que a -glucana
pode ser explorada como adjuvante vacinal e que possui efeito benéfico sobre o sistema

imune natural aumentando os mecanismos de defesa contra infecgdo por A. hydrophila.
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ABSTRACT

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

VALORATION OF g-GLUCAN AS IMMUNOSTIMULANT FOR USE IN FISH
DIETS AND VACCINES
Author: Janine Di Domenico
Advisor: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 05 Agosto de 2015

In this work we evaluated the effect of f-glucan on silver catfish (Rhamdia quelen) innate and
acquired immune response. In the first experiment, bovine serum albumin (BSA; 200 pg/fish)
was mixed to B-glucan (0,02%, 0,06% e 0,1%) or montanide and inoculated intraperitoneally.
Blood samples were collected prior to or at 14, 28 and 42 days post inoculation (dpi) to
estimate the production of anti-BSA antibodies. In the second experiment, B-glucan was
added to the diet (0,01% and 0,1%) and fed to the fish for 21 days to evaluate blood cells and
innate immune parameters, or 42 days, to evaluate specific growth rate (SGR) and survival to
challenge with Aeromonas hydrophila. Silver catfish immunized with BSA+-glucan (0,02%
and 0,06%) had higher (p < 0.05) anti-BSA antibodies at 28 and 42 dpi compared to the fish
inoculated with BSA alone, but at similar levels than fish inoculated with BSA+Montanide.
Blood cell counting on fish fed B-glucan for 21 days indicated a small, non-significant
decrease in the number of most cells after the feeding trial, suggesting that fish confinement
in tanks might have contributed to reduce the overall blood cell counting. However, in fish fed
B-glucan the natural hemolytic activity of complement was significantly higher (p<0.05)
compared to control fish. Feeding fish for 42 days with B-glucan had no effect on SGR.
However, after challenging with intraperitoneal inoculation of A. hydrophila, the amount of
bacteria isolated from blood was significantly lower (p<0.05) and the daily survival rate was
significantly higher (p<0.05) in fish that received B-glucan in the diet compared to the control
fish. Taken together, our results indicate that f-glucan might be exploited as vaccine adjuvant
and feeding fish with B-glucan has a beneficial effect on innate immune system and

contributes to improve resistance to infection by A. hydrophila.
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1.  INTRODUCAO

A criagdo de peixes muitas vezes ¢ uma complementag¢do de outras atividades agricolas
e, por vezes, ainda ¢ feita de maneira inadequada, sem a devida orientagdo técnica qualificada.
Um dos principais problemas observados refere-se a ocorréncia de doencas infecciosas as
quais representam uma importante causa de perdas na producdo (1,2). Fatores como
contaminacdo da 4gua de agudes, rios e lagos, por produtos quimicos e/ou defensivos
agricolas somados ao estresse e baixa qualidade da dgua, podem interferir na imunidade dos
peixes. Assim, bactérias, fungos e virus podem desencadear processos infecciosos,
diminuindo o ganho de peso e a produtividade. Neste contexto, ¢ necessario melhorar as
praticas de manejo e potencializar os mecanismos de defesa antimicrobianos.

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe onivoro, bentonico, docil ao manejo, encontrado
desde o México até o sul da América do sul. No entanto, o cultivo de jundia é mais expressivo
na regido sul do pais uma vez que esta espécie tem facil adaptagdo as temperaturas mais
baixas, mantendo seus niveis de ganho de peso durante as estagdes frias do ano, além de sua
carne ser de excelente qualidade proteica e alta palatabilidade, com grande aceitagao pelo
consumidor (3). A criagdo intensiva de peixes propicia o surgimento de infec¢des que podem
comprometer a produtividade. Dessa forma, produtores recorrem a adi¢do de antibidticos a
agua dos criatorios como profilaxia as doengas infecciosas. No entanto, o uso indiscriminado
de antibioticos pode acarretar em resisténcia bacteriana e contaminacao de fontes de agua para
consumo animal e humano. Além disso, propriedades fisico-quimicas da dgua como dureza,
alcalinidade e pH podem inativar o principio ativo do antimicrobiano tornando seu uso
obsoleto (4). Nesse contexto, o uso de vacinas e imunoestimulantes na dieta, visando
fortalecer os mecanismos de defesa, sdo alternativas que precisam ser investigadas.

Estudos sobre a avaliagdo do sistema imunoldgico de jundids ainda sdo restritos.
Recentemente, demonstrou-se que a resposta imune a inoculagdo de bacterina (Aeromonas
hydrophila) na auséncia de adjuvantes, ndo sofreu interferéncia da temperatura; porém, de
forma intrigante, foi estimulada na presenca concentracdes subletais de glifosato ou atrazine
(5). Além disso, a combinacao de antigeno, particulado ou soltvel, e diversos tipos de
adjuvantes, incluindo adjuvantes classicos como o adjuvante completo e incompleto de
Freund, hidroxido de aluminio e Montanide, e adjuvantes de nova geragdo, como o0s
oligodeoxinucleotideos sintéticos (ODN) contendo citosina-fosfato-guanina (CpG), influiu na
intensidade da resposta imune humoral(6). O uso de adjuvantes como os ODN CpGs induziu

anticorpos em titulos at¢ mesmo superiores aqueles observados com o uso de adjuvantes
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classicos, com reduzido potencial de produzir lesdes no local da inocula¢do. Os anticorpos
foram detectados aos 14 dias p.i., indicando que a resposta imune especifica em jundias se
assemelha, cronologicamente, aquelas encontradas na maioria dos mamiferos (6).

A adi¢do de moléculas imunoduladoras a dieta de jundias ainda ndo foi explorada. Essas
moléculas interagem com as células imunologicas potencializando os mecanismos de defesa,
com a grande vantagem de ndo deixar residuos no meio ambiente. Entre os diversos tipos de
moléculas imunoestimulantes destaca-se a B-glucana, extraida da parede celular de leveduras,
fungos e alguns cereais. A molécula de B-glucana de Saccharomyces cerevisiae ¢ constituida
um polimeros centrais de cadeias de glucose ligados na posi¢cao B(1,3) e laterais unidos em
B(1,6) (7). A B-glucana também pode atuar como adjuvante vacinal aumentando a eficicia
das vacinagdes em peixes com a vantagem de apresentar baixo efeito colateral (8). Os efeitos
da B-glucana podem apresentar variabilidade no que diz respeito a resposta imunologica de
espécie para espécie e em relagdo ao estimulo bioldgico provocado quando associada a
diferentes patogenos vacinais.

Frente ao exposto, neste estudo, o principal objetivo foi investigar o potencial
imunomodulador da B-glucana sobre o sistema imunologico de jundiéds. A B-glucana foi usada
como adjuvante vacinal em associagdo com a albumina sérica bovina (BSA), ou adicionada a
dieta e fornecida aos peixes por 21 dias. Os parametros analisados foram a produ¢do de
imunoglobulinas especificas (anti-BSA), ganho de peso e parametros hematoldgicos. Os
resultados obtidos com este experimento estdo descritos no capitulo Unico que trata da
avaliacdo da B-glucana como imunestimulante quando adicionada a dieta e o seu efeito como
adjuvante associada a BSA. O capitulo, intitulado “Uso da p-glucana como
imunoestimulante em dietas e vacinas de jundia (Rhamdia quelen)”, esta formatado para

submissdo a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Historicamente, a pesca extrativista constituia-se na principal ou exclusiva forma de
obtencdo de peixes, cuja carne ¢ uma das mais antigas e saudaveis fontes proteicas de origem
animal. Entretanto, com a escassez de peixes provenientes de recursos hidricos naturais e o
aumento na demanda pela carne do pescado, a necessidade da criagdao destes em reservatorios
naturais e artificiais tornou-se evidente. Assim, a piscicultura apresenta-se como uma
alternativa de incremento a renda familiar de produtores com agricultura diversificada, bem
como objeto de um agronegdcio rentavel dentro da cadeia produtiva agricola no estado do Rio
Grande do Sul.

As regides banhadas pela bacia do Rio Uruguai (Oeste, Norte e Nordeste) cuja area
apresenta-se com uma extensio de 126.439,14 Km?” de 4guas, perfaz 45% do total de recursos
hidricos do estado (9) e tem grande parte dessa area inexplorada pela aquicultura. Isso se deve
principalmente a dificuldade que o produtor encontra no momento de buscar licenciamento
ambiental para o cultivo de carater comercial do pescado, bem como a falta de orientacao
técnica qualificada, o que faz com que muitos piscicultores apresentem instalagdoes € manejo
inadequados tanto do ponto de vista produtivo quanto ambiental (10). A falta de fiscalizagdo
sanitaria dos peixes em cativeiro ¢ outro problema sério na piscicultura no estado, o que
possibilita a disseminagdo de doencas e parasitas entre os produtores, principalmente na
compra ¢ venda de juvenis (11). Ndo obstante disso, “O estado do Rio Grande do Sul produz
hoje cerca de 30 mil toneladas anuais de peixe de extracdo nos mares e rios e 50 mil
toneladas provenientes de cultivo” (12) dados que denotam franca ascensdo na producgdo
estadual de pescado.

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe teledsteo de comportamento bentonico, nativo
da regido sul do Brasil, que tem sido explorado intensamente, principalmente no Norte e
Nordeste do RS. O jundia ¢ de facil manejo e adapta-se bem ao frio, porém, com crescimento
aumentado nos meses mais quentes. Por apresentar carne agradavel ao paladar do
consumidor, tem ganhado espago no cultivo de pescado no estado (3). Com o aumento do
cultivo de Jundids, muitos produtores recorrem a estratégias como o uso indiscriminado de
antibioticos na agua de criatérios como forma de profilaxia de doencas infecciosas.
Sabidamente, o uso de tais substancias acarreta em risco bioldgico como a resisténcia
bacteriana, a contaminacdo de fontes de dgua e a alteragdo na fun¢do antimicrobiana destas
substancias pelo pH da agua (4). Essa imprudente medida tem sido adotada por piscicultores

uma vez que tratar doengas em peixes cultivados acarreta em altos custos na produgao.
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Como alternativa ao uso indiscriminado de antibidticos e como forma de evitar a
necessidade do tratamento alopatico de doengas, muitos criatorios tem recorrido ao uso de
substancias imunoestimulantes misturadas a ragdo do pescado (13), justamente por se tratar de
um potencial método preventivo ao aparecimento de infec¢des na piscicultura, conferindo
protecao contra patdégenos por competir com os sitios de adesdo nas células de defesa e
também por modular as respostas fisiologicas e imunologicas dos peixes, auxiliando no
crescimento dos mesmos (14). Além disso, a utilizagdo de vacinas, embora ainda restrita, se
constitui em uma importante ferramenta para o controle de infecgdes. Nesse cendrio, a
modula¢do do sistema imunoldgico por meio de dietas e vacinas pode propiciar um enorme
ganho na produtividade de peixes cultivados.

Dentre os inimeros imunoestimulantes que podem ser administrados a dieta de peixes,
destaca-se o polissacarideo B-glucana. Constituido por um grupo de polimeros de glucose, a
B-glucana € o principal componente estrutural da parede celular de fungos e de algumas
bactérias (15,16), além de ser constituinte de cereais como aveia, cevada e centeio (7,8,17).
Pesquisas, tanto in vitro como in vivo, com diferentes espécies de peixes, e até mesmo com
crustaceos, tem demostrado que a administracdo de P-glucana como imunoestimulante
misturado a ragdo promove aumento da atividade da lisozima, fagocitose, proteinas totais,
explosdo respiratoria, atividade do complemento, produgdo de Oxido nitrico e
mieloperoxidase (18). No entanto, os resultados obtidos sdo conflitantes. Uma explicacao a
essa questdo provavelmente esteja no estresse provocado pelo processo de adaptacdo dos
peixes aos tanques experimentais. A secrecdo de cortisol que ocorre no organismo em
situacdes de estresse (19), bem como as alteragdes hormonais desencadeadas nessa condigao,
podem levar a uma reducdo no nimero de células imunologicas circulantes. Em tilapias do
Nilo, diversos parametros hematoldgicos, apos o periodo de aclimatagdo, encontravam-se
inferiores aos parametros anteriores a aclimatagdo (20). Além disso, Carpas Indianas (Labeo
rohita) alimentadas por duas semanas com ragao contendo B-glucana (500mg/kg de racao)
tiveram redu¢do na contagem de leucocitos totais (21), sugerindo que, a adi¢do da B-glucana
na dieta pode contribuir para a reducgao de células imunoldgicas.

Assim, a redugdo dos parametros hematologicos pode estar relacionada ao processo de
adaptagao dos peixes aos tanques experimentais. Essa adaptagdo provocaria alteragdes
hormonais, assim, a secrecao de cortisol seria fator determinante na modulacao das células do
sistema imunoldgico, com consequente reducao destas (20,21).

Por outro lado, o potencial da B-glucana como adjuvante vacinal ainda ¢ pouco

explorado. Muitos antigenos inativados ndo induzem uma eficiente resposta imune per se,
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assim a [B-glucana, quando administrada juntamente com um patdégeno atenuado poderia
aumentar a poténcia e a eficacia da vacina, devido sua habilidade em ligar-se a diferentes
receptores celulares, tanto os envolvidos na resposta inata quanto os envolvidos na resposta
adaptativa (1).

A P-glucana atua como um Padrdo Molecular Associado ao Patdégeno (Pathogen-
Associated Molecular Pattern - PAMP) ligando-se a uma grande variedade de receptores de
superficie celulares PRRs (Pattern Recognition Receptors - PRR) (2) como os ‘“scavenger
receptors (SR)”, receptores do complemento (CD11b/CD18), dectina-1 e TLR2/6, lectinas,
neutrofilos, células natural killer (NK) e integrinas em mondcitos/macrofagos (8). A ligagao
destes receptores a -glucana pode induzir a ativacao de leucocitos, fagocitos, e a produgado de
citocinas e quimiocinas inflamatérias, eliminando os microorganismos e desencadeando o
desenvolvimento da imunidade adaptativa, contribuindo para as propriedades anti-
inflamatoérias e anti-tumorigénicas dessa substancia (1).

Nesse contexto, diante da crescente demanda por pescados cultivados, onde a
ocorréncia de doencas infecciosas ¢ potencializada pela densidade populacional, torna-se
necessario investigar o potencial imunoestimulante de substancias naturais como a B-glucana,
com énfase na sua atuacdo sobre a imunidade inata e especifica de espécies de peixes
cultivados, como o jundid, que ¢ uma das espécies que ainda apresentam muitas questdes a

serem elucidadas acerca da dindmica da resposta imune.
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3. CAPITULO 1

Uso da B-glucana como imunoestimulante em dietas e vacinas de jundia (Rhamdia

quelen)

(Artigo formatado para submissdo a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira)
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Uso da B-glucana como imunoestimulante em dietas e vacinas de jundia (Rhamdia

quelen)?!

Janine Di Domenico?, Raissa Canova?, Lucas de Figueiredo Soveral3, Cristian O. Nied3

Marcio Machado Costa?,, Rafael Frandoloso?, Luiz Carlos Kreutz>*

RESUMO. - Kreutz, L.C.,, Canova, R., Nied, C.0., Bortoluzzi, M., Frandoloso, R. Uso da f3-
glucana como imunoestimulante em dietas e vacinas de jundia (Rhamdia quelen).
Pesquisa Veterindria Brasileira. Universidade de Passo Fundo, Campus I, Bairro Sao José,

BR 282,km 171.99052-900 Passo Fundo, RS, Brazil. E-mail: Ickreutz@upf.br

O uso da - glucana como adjuvante vacinal e como suplemento alimentar foi
avaliado. No primeiro experimento, a albumina sérica bovina (BSA, 200ug/peixe) foi
associada a B-glucana (0,02%, 0,06% e 0,1%), Montanide, ou solu¢do salina fosfatada
(PBS) e inoculada intraperitonialmente em jundias (Rhamdia quelen). Os peixes foram
mensurados (peso e medida) antes e apds o experimento (42 dias) para determinar um
possivel efeito no crescimento. Amostras de sangue foram coletadas antes da inoculacao,
e aos 14, 28 e 42 dias apo6s a inoculacao para determinar a produgdo de imunoglobulinas
séricas anti-BSA. No segundo experimento, a [3-glucana foi adicionada a rac¢do na
propor¢ao de 0.01%, e 0,1% e fornecida aos peixes por 21, para avaliar dados
hematologicos e parametros do sistema imune natural, ou 42 dias, parra avaliar ganho
de peso e resisténcia ao desafio com Aeromonas hydrophila. Os peixes inoculados com
BSA+f-glucana produziram anticorpos em niveis similares aqueles inoculados com
BSA+Montanide, porém significativamente maiores do que peixes inoculados com

BSA+PBS. O uso dos adjuvantes Montanide ou (3-glucana ndo interferiu no ganho de peso
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dos jundids. Peixes alimentados com [(-glucana ndo apresentaram alteragdes
hematologicas significativas e, entre os parametros analisados do sistema imune natural
houve incremento na atividade do sistema do complemento. A adicao da [3-glucana na
dieta ndo teve efeito no ganho de peso. No entanto, nos jundids alimentados com [3-
glucana e desafiados com A. hydrophila, o nimero de bactérias isoladas do sangue foi
significativamente menor, e a sobrevivéncia significativamente maior do que nos peixes
que nao receberam (-glucana. Os resultados indicaram que a 3-glucana tem potencial
como adjuvante vacinal e quando adicionada a dieta nas condi¢des experimentais aqui
indicadas contribui para aumentar a resisténcia dos jundias ao desafio com patogenos

especificos.
TERMOS DE INDEXACAO: Jundia, imunoestimulantes, B-glucana, Aeromonas hydrophila

ABSTRACT. [Use of B-glucan as immune stimulator of silver catfish (Rhamdia quelen)
diets and vaccines |. The adjuvanticity and immunomodulatory effect of -glucan were
evaluated. In the first trial, bovine serum albumin (BSA, 200pg/fish) was mixed with (3-
glucan (0,02%, 0.06% and 0,1%), Montanide or saline (PBS) and intraperitoneally
inoculated in silver catfish (Rhamdia quelen). All fish were measured (weight and
length) prior to and after the experiment (42 days) to access a possible effect on growth.
Blood samples were collected prior to the experiment, and 14, 28 and 42 days after BSA
inoculation to determine specific immunoglobulins. In a second trial, 3-glucan was
added to the diet (0,01%, and 0,1%) and fed to the fish for 21 days, to evaluate effects on
blood and innate immune parameter, or 42 days, to evaluate growth rate and resistance
to Aeromonas hydrophila challenge. The production of anti-BSA antibodies in fish
inoculated with BSA+(-glucan was similar to that observed in fish inoculated with
BSA+Montanide, but higher than that observed in fish inoculated with BSA+PBS. In
addition, fish growth was not affected by adjuvants. Adding -glucan on diet had no
effect on blood cells and, amongst immunological parameters only the natural hemolytic
activity of complement was enhanced. -glucan had no effect on fish growth. However,
fish fed with B-glucan and challenged with A. hydrophila had significantly less bacteria in
blood and a higher survival rate compared to control fish. Our results indicate that -
glucan might be explored as vaccine adjuvant and that when added to the diet will
improve silver catfish resistance to challenge with a specific pathogen.

INDEX TERMS: fish, immunostimulants, 3-glucan.
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INTRODUCAO

As doengas infecto contagiosas sdo a principal causa da redugdo da produtividade
na aquacultura (1). O uso indiscriminado de antibiéticos para o tratamento de infec¢des
bacterianas, além de deixar residuos na agua e na carne de peixes, propicia o
desenvolvimento de bactérias resistentes (2). Nesse contexto, o fortalecimento dos
mecanismos de defesa dos peixes por meio de vacinas e dietas contendo
imunoestimulantes tem sido cada vez mais explorado como uma alternativa
economicamente viavel para a prevengdo de infecgdes (3).

Os imunoestimulantes interagem com as células do sistema imunolégico e sdo
utilizados visando melhorar os mecanismos de defesa dos peixes. As plantas medicinais
constituem uma importante fonte de moléculas imunomoduladoras (4,5); além disso,
prébioticos e probioticos (6), vitaminas (7) e moléculas sintéticas como o imidazol (8) ja
tiveram seu potencial imunomodulatério avaliado em diferentes espécies de animais
incluindo peixes. Entre as moléculas com potencial imunomodulador, a B-glucana
extraida da parede celular de leveduras, fungos e alguns cereais (9) tém sido
amplamente estudada pela facilidade de obtencao, baixo custo e grau de pureza (10). A
B-glucana é um polissacarideo de cadeia linear com unidades de glicose ligadas na
posicdo B(1,3) e B(1,6) (11). A B-glucana pode ser administrada aos peixes pela via oral,
misturada a racdo, ou pela via parenteral, como adjuvante vacinal; a 3-glucana apresenta
a vantagem de ndo deixar residuos no ambiente aquatico e, quando administrada via
parenteral, de ndo provocar aderéncia em drgaos e tecidos.

Em mamiferos, muitas moléculas da superficie celular servem de receptores a f3-
glucana, entre os quais se destacam a dectina 1, receptor 3 do complemento
(CD11b/CD18), TLR2/6 e receptores de varredura (11). Em peixes, potenciais
receptores da B-glucana foram descritos em macréfagos de salmao do Atlantico (Salmo
salar) (12) e em neutrdfilos de channel catfish (13). No entanto, a natureza destas
moléculas em células de peixes ainda nao foi definida. De forma geral, a ligacdo da (-
glucana aos receptores de superficie celular de macréfagos e células dendriticas induz a
expressao de citocinas pro-inflamatorias (IL-2 e IFNy) e anti-inflamatérias (IL-10). Além
disso, potencializa a atividade fagocitica e aumenta a remocao de antigenos opsonizados

pelos componentes iC3b e C3b do sistema do complemento (14). A ativacdo de
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macrofagos e células dendriticas e as citocinas produzidas por estas células tem efeito
modulador da resposta imune especifica.

A administracao da B-glucana na dieta de anabas (Anabas testudineus) (1), carpa
comum (Cyprinus carpio L.) (15,16) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (17) alterou
(aumentou ou diminuiu) diversos parametros da imunidade inata, como a explosdo
respiratoria, a atividade fagocitica de macroéfagos, a atividade de lisozima sérica e
proteinas totais do sangue, aumentou a produg¢do de imunoglobulinas (IgM) e estimulou
o ganho de peso. 0 uso da (-glucana como adjuvante vacinal em salmado do Atlantico
(Salmo salar) e rodovalho (Scophthalmus rhombus) também demonstrou resultados
conflitantes (11). Essa divergéncia de resultados pode estar relacionada a via de
inoculacdo, natureza e dose do antigeno, tempo de tratamento, caracteristicas

moleculares da 3-glucana e principalmente a espécie de peixe.

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe teledsteo, endémico na América do Sul e,
devido sua rusticidade, adaptabilidade ao confinamento e rapido ganho de peso, tem
sido amplamente explorado em cativeiro (18). Em criagdes intensivas, a ocorréncia de
infeccdes bacterianas e parasitarias constitui um importante desafio que pode
comprometer a viabilidade do cultivo. E, nessas circunstancias, o wuso de
imunomoduladores deve ser explorado visando melhorar os indices de produtividade.
Nesse contexto, o principal objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
imunomodulador da B-glucana como adjuvante vacinal e como aditivo alimentar na
dieta de jundids. Os efeitos da B-glucana foram avaliados analisando-se ganho de peso,
alteracdes nos parametros hematologicos, proteinas totais do sangue, mieloperoxidase

sanguinea e producdo de imunoglobulinas especificas.

MATERIAIS E METODOS

Peixes

Para os estudos da avaliacao da resposta imune foram utilizados juvenis de jundias
(50 a 80 g) alocados em tanques de 1000L, na densidade maxima de 1g peixe/L de agua,
a qual foi mantida em fluxo continuo, com renovacgao diaria superior a 100%. O periodo

de adaptacdo foi de pelo menos sete dias. Os tanques ficaram abrigados da luz solar
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direta, sob foto-periodismo natural. A alimentagdo consistiu de ragdo comercial
peletizada (42% de proteina bruta). Todos os estudos foram conduzidos utilizando-se
entre 15 a 17 peixes por tratamento e pelo menos um grupo controle. O projeto foi

aprovado pela Comisséo de Etica no uso de Animais (CEUA) sob o protocolo 011/2012.

Avaliacdo da f3-glucana como adjuvante vacinal

O potencial uso da B-glucana (beta 1,3/1,6 glucan; Sigma®) como adjuvante
vacinal foi avaliado associando-a a albumina sérica bovina (BSA; 200ug/peixe). Nesse
estudo, os peixes foram inoculados com salina fosfatada tamponada (PBS, pH 7,4) estéril
(Grupo 1); PBS+BSA (Grupo 2); BSA+Montanide (Grupo 3); BSA+ B-glucana a 0,02%
(Grupo 4); BSA+B-glucana a 0,06% (Grupo 5), ou BSA+fB-glucana a 0,1% (Grupo 6).
Todos os procedimentos foram feitos com os peixes sob anestesia (Eugenol, 50 mg/I
agua). Antes da imunizagdo e ao final do experimento os peixes foram pesados para

avaliacdo do ganho de peso.

Coleta de sangue

O sangue foi coletado por meio de puncdo da veia caudal, em peixes previamente
anestesiados, e depositados em tubos de ensaio, a 42C. Ap6s a coagulagdo o sangue foi
centrifugado para separac¢do do soro sanguineo, aliquotado e congelado (-182C). Para os
ensaios hematoldgicos, o sangue foi coletado com EDTA e armazenado a 42C até a

realizacdo dos exames.

Administracao da f3-glucana na dieta de jundias

A avaliagdo do efeito da -glucana na dieta foi feita por meio de dois experimentos.
No primeiro experimento foram utilizados jundias juvenis (70 a 90g) distribuidos em
trés grupos: um grupo controle (dieta sem B-glucana) e 2 trés grupos tratados com f3-
glucana na proporg¢ao de 0,01%, e 0,1% da racgao, respectivamente. O experimento foi
feito em com no minimo 15 peixes por tanque, com duas repeti¢cdes cada. Cada peixe foi

pesado antes da administracdo da dieta enriquecida com (-glucana e no dltimo dia do
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tratamento. Apo6s 28 dias foi coletado sangue de todos os peixes para avaliacdo dos
parametros hematologicos. No segundo experimento, foram utilizados jundias com peso
médio de 20 gramas, distribuidos em trés grupos: grupo controle (somente racao),
grupo contendo 0,01% de B-glucana e grupo contendo 0,1% de B-glucana na dieta. A
dieta foi mantida por 42 dias e os peixes foram pesados e medidos antes e

posteriormente ao experimento.

Ensaios hematolodgicos

Amostras de sangue com EDTA foram coletadas da veia caudal. Os esfregacos
sanguineos foram preparados imediatamente apds a coleta, secados ao ar e corado com
panotico rapido para a contagem diferencial de leucdcitos. Os eritrécitos e leucdcitos
totais foram diferenciados utilizando-se uma camara de Neubauer seguindo protocolos
padronizados. O hematdcrito e a hemoglobina foram feitas utilizando-se sangue total,
em até duas horas apds a coleta, conforme descrito anteriormente (19). As proteinas
totais foram determinadas utilizando-se um refratometro. Amostras de sangue sem

anticoagulante foram usadas para os ensaios imunolégicos.

Imunizac¢ao de peixes alimentados de 3-glucana

Uma semana apds a coleta de sangue dos peixes tratados com (-glucana e do
respectivo controle, procedeu-se a imunizag¢do pela via intraperitoneal com BSA (200ug
/peixe) + Montanide na propor¢do de 3:1. Os peixes foram capturados 28 dias ap6s para

coleta de sangue e determinacdo de anticorpos anti-BSA por meio de ELISA.

Ensaio imunoenzimatico para determinacio de anticorpos anti-albumina sérica

bovina

A producdo de anticorpos anti-BSA foi determinada por meio de ensaio
imunoenzimatico indireto do tipo ELISA. Para o ELISA, 100 ul de BSA (50 ug/ml) em
tampdo carbonato (15mM Na2C03, 35mM NaHCO3, pH 9,6) foi adsorvida overnight em
placas de 96 cavidades. Apds, as placas foram bloqueadas com solucdo salina fosfatada

tamponada (PBS, pH 7,4) contendo 5% de leite em p6 desnatado (Skim Milk - Sigma) e
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0,05% tween-20 (PBS-SK/T) por 1 hora. Apdés remoc¢ao da solucdo de bloqueio, foi
adicionado o soro dos peixes, diluido 1:100 em PBS SK 1% T 0,05%, seguido de
incubacgdo por 1 hora a 239C. Ap6s remocao do anticorpo e lavagem, foi adicionado
anticorpo policlonal de coelho anti-Ig de jundia (20), diluido 1:1000 em PBS SK 1% T
0,05%, por mais 1 hora. Apés nova lavagem, foi adicionado anticorpo de cabra marcado
com peroxidase anti-IgG de coelho (goat anti-rabbit peroxidade, Sigma) diluido 1:20.000
em PBS SK 1% T 0,05%, por mais 1 hora. As placas foram novamente lavadas e
adicionou-se o substrato (O-phenyldiamine, 1 mg/ml, Sigma) seguido de incubacao no
escuro por 15 minutos. Apds, a reacdo foi bloqueada pela adigdo de 100 ul de acido
cloridrico (HCL, 3M) seguido de leitura a 450 nm em uma leitora de placas de ELISA.

Soros de peixes ndo imunizados foram utilizados como controle negativo.

Determinacdo da atividade da Mieloperoxidase

A determinac¢do da atividade da mieloperoxidase sanguinea foi feita conforme
descrito anteriormente (21). Em uma placa de 96 cavidades adicionou-se 90ul de
solucao de HANK’s livre de Ca++ e Mg++ em cada orificio seguido de 10ul de soro dos
peixes e 35ul de substrato. Ap6s 15 minutos a reacdo enzimatica foi finalizada
adicionando-se 35ul de acido cloridrico (HCL, 3 Molar), seguido de leitura em

espectrofotometro a 492 nm.

Atividade aglutinante do soro

A resposta imune especifica dos jundids inoculados com A. hydrophila foi
determinada por meio do ensaio de hemaglutinacdo em placas de 96 cavidades, com
fundo em “U”. Nos orificios da primeira coluna, em duplicata, foram adicionados 75 ul de
PBS (pH 7,2) e 25 ul de soro (dilui¢ao de 1:4) e nos demais orificios foi depositado 50 ul
de PBS. Apdés homogeneizacao, 50 ul da diluicdo de soro de cada orificio da primeira
coluna foram transportados para os orificios da segunda coluna (fator de diluicao 1:2) e,
apdés homogeneizacdo, o procedimento se repetiu até a 112 coluna. Apoés, foram
adicionados a cada orificio 50 ul de uma solug¢do contendo A. hydrophila inativada, em
PBS (pH 7,2). A placa foi incubada a 222 C por 2 h para aglutinacdo das bactérias pelos

anticorpos presentes no soro do jundia. O titulo de anticorpos de cada soro foi o
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logaritmo da reciproca da diluicdo onde ocorreu completa aglutinacdo das bactérias. Os

orificios da 122 coluna serdo reservados para controle das bactérias.

Determinacio da atividade hemolitica natural do sistema do complemento

A atividade do sistema do complemento foi estudada visando determinar a
atividade hemolitica da via alternativa, conforme descrito anteriormente (Leiro et al,,
2004). Resumidamente, dilui¢des decrescentes de soro de peixes (10% a 0,078%) em
um volume total de 100 ul de solu¢do de Hank’s (contendo 1 mM Mg++, 10 mM EGTA e
6,7 mM HEPES, pH 7,2) foram misturadas com 25 ul de uma suspensdo de hemacias de
coelhos (6% em meio de HANK’s com 10 mM de EGTA), e incubadas a 222C por 90 min.
com agitacao a cada 20 min. Apos, foi adicionado 1 ml de HANK’s contendo 10 mM de
EDTA para parar a reacao. As hemacias foram centrifugadas sob refrigeracdo (5 min.,
2500 rpm, 89C) e 100 ul do sobrenadante foi transferido para uma placa de ELISA e a
absorbancia foi determinada a 405 nm. O controle positivo foi obtido pela incubagao de
um mesmo volume de hemacias com 100 ul de dgua destilada (100 % hemolise) e o
controle negativo foi obtido pela incuba¢do de hemacias com solu¢ao de Hank’s. O grau

de hemdlise sera estimado levando-se em consideracao a absorbancia das amostras.

Desafio dos jundias alimentados com dieta contendo 3-glucana

Os peixes alimentado com (3-glucana, do segundo experimento, foram anestesiados
e mensurados para avaliar a taxa de crescimento especifico (Spefic growth rate: SGR =
100 x (In peso final - In peso inicial/dias do experimento) no 43¢ dia pds-dieta, e
desafiados com a DLsoy, de Aeromonas hydrophila (2x108 Unidades Formadoras de
Colonia - UFC/peixe) inoculada via intraperitoneal (19). Apds 24 horas, 10 peixes de
cada grupo foram capturados para coleta de sangue e determinacdo da quantidade de
bactérias na corrente sanguinea por meio de plaqueamento (pour plate) do sangue (100
ul) em placas contendo agar BHI (Brain Heart Infusion). As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas e o numero de colonias anotado. Para calcular o indice de
sobrevivéncia, o nimero de peixes doentes e ou mortos foram anotados diariamente até

o sétimo dias po6s-desafio.
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Analises Estatisticas

As diferencas entre os tratamentos foram analisadas pelo teste ANOVA seguidas
pelo teste t de Student, ou de multipla comparacdo de Bonferroni, como indicado na
legenda das figuras e tabelas. Para confec¢do das figuras foi utilizado o Software Prism

GraphPad versao 5. Os valores de p < 0.05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Uso da 3-glucana como adjuvante vacinal

A resposta imune de peixes imunizados com BSA associada a (3-glucana ou
Montanide foi mensurada previamente a inoculacdo e aos 14, 28 e 42 dias pos-
inoculacdo (p.i.). Em todos os grupos inoculados com BSA+adjuvante (B-glucana ou
Montanide) a produgdo de imunoglobulinas especificas foi superior (p < 0.01) aquela
observada nos peixes inoculados com BSA sem adjuvante (Figura 1). Aos 14 dias p.i. a
produgdo de anticorpos foi superior nos peixes inoculados com BSA+montanide (p <
0.05) e as 42 dias p.i. peixes inoculados com BSA+0.01% de 3-glucana tiveram menores
niveis de anticorpos especificos.

Devido a dificuldade de identificar individualmente cada peixe e determinar o peso
e tamanho inicial e final de todos os peixes, apenas do grupo como um todo, ndo foi
possivel fazer uma analise estatistica e determinar o efeito da inoculacdo da BSA e 3-
glucana na taxa de crescimento. No entanto, observou-se que a taxa de ganho de peso
diaria dos peixes inoculados com BSA (Tabela 1, Grupo 2) ou BSA associada ao
Montanide (Tabela 1 grupo 3) ou (-glucana a 0,02% e 0,06% (Tabela 1 grupo 4 e 5) foi
superior a taxa de ganho de peso dos peixes controles ou inoculados com BSA+f-glucana

0,1%.
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Parametros hematolégicos de jundias alimentados com dieta contendo 3-glucana

Os parametros hematologicos dos peixes alimentados com dieta contendo f3-
glucana estao representados na tabela 2. Os parametros hematoldgicos encontrados
nesse estudo encontram-se dentro dos limites esperados para a espécie (19). Nao foi
possivel observar diferencas entre os diferentes grupos experimentais. No entanto, ao
final do experimento, tanto no grupo controle (sem adicdo de B-glucana) como nos
grupos tratados com f3-glucana, alguns parametros encontravam-se alterados (p<0.05)

em relacdo ao dia inicial.

Determinacao da aglutinacao, mieloperoxidase e sistema do complemento em

peixes alimentados com -glucana

Nao houve diferenca significativa nos titulos aglutinantes (Figura 2) e na atividade
de mieloperoxidase (Figura 3) de peixes alimentados com dieta contendo 3-glucana. No
entanto, peixes alimentados com (-glucana apresentaram atividade hemolitica natural

do sistema do complemento superior (p < 0.05) aos peixes controles (Figura 4)

Efeito da alimentacdo com -glucana no ganho de peso de jundias

Nao houve mortes de peixes em nenhum dos grupos tratados. Embora ao final do
experimento (42 dias) o grupo tratado com 0.1% de B-glucana na ragcdo obteve maior
ganho de peso e a taxa de crescimento especifico (SGR) foi maior, essa diferenca nao foi
significativa em relagdo ao grupo contendo 0.01% de -glucana e grupo controle (Tabela

3).

Efeito da alimentacao com f-glucana resisténcia ao desafio com Aeromonas

hydrophila

A resisténcia dos jundias ao desafio com A. hydrophila foi mensurada avaliando-
se a quantidade de bactérias no sangue (CFU/0,1ml), 24 h ap6s o desafio, e o percentual
de sobrevivéncia durante sete dias apds o desafio. Nos peixes alimentados com [3-
glucana a quantidade de bactéria na corrente sanguinea foi significativamente menor

(p<0.05) em comparagao com o grupo controle (Figura 5). A morte de peixes do grupo
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controle foi observada 24 h ap6s o desafio e se estendeu até o quarto dia ap6s o desafio
enquanto que no grupo alimentado com racdo contendo 0.01% de [-glucana a
mortalidade ficou limitada ao terceiro e quarto dia pds-desafio. A taxa de sobrevivéncia
foi significativamente menor nos peixes do grupo controle (racdo sem [3-glucana) em
comparagao com o grupo alimentado com ra¢do contendo 0.01% de (-glucana (Figura

6). A taxa de sobrevivéncia dos peixes alimentados com 0.1% de 3-glucana foi de 100%.

DISCUSSAO

A ocorréncia de infeccdes em peixes cultivados impde perdas econdémicas
significativas e de dificil controle. A prevencdo de infeccdes por meio de vacinagdes é
incipiente e o sucesso vacinal ainda depende da captura e inoculacao individual dos
peixes. Vacinas de aplicagdo oral tém sido testadas, mas induzem imunidade limitada ou
ndo protetora. Nesse contexto, a possibilidade de melhorar as defesas imunolégicas pela
adicdo de moléculas imunomoduladoras como a 3-glucana a dieta representa um avango
significativo, principalmente pela possibilidade de ser iniciada desde os estagios iniciais
de desenvolvimento.

Os efeitos da 3-glucana nos parametros da resposta imune inata tém sido avaliados
em varias espécies de peixes como a carpa comum (Cyprinus carpio), badejo
(Dicentrarchus labrax), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e salmdo do Atlantico
(Salmo salar) (11). No entanto, poucos estudos avaliaram o potencial adjuvante da [3-
glucana. Nesse estudo, nds demonstramos que peixes imunizados com BSA associada a
B-glucana produziram anticorpos especificos em niveis similares aqueles observados
pela associacao da BSA com montanide (Figura 1). A possibilidade de utilizar (3-glucana
como adjuvante apresenta inimeras vantagens, principalmente por se tratar de uma
molécula classificada como padrao molecular associado a patdgenos (pathogen
associated molecular pattern - PAMP) e interagir com receptores especificos das células
do sistema imune natural e adquirido. Ao interagir com macro6fagos, a B-glucana
estimula citocinas pleiotrépicas (14) as quais atuam sobre linfécitos B e T
potencializando a producdo de imunoglobulinas. A inoculagdo intraperitoneal de 3-
glucana associada ao lipopolissacarideo (LPS) de Aeromonas hydrophila também
demonstrou capacidade de aumentar a producao de imunoglobulinas totais em Cyprinus

carpio (22) vacinadas contra A. hydrophila, em Paralichthys olivaceus, vacinados com
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Edwardsiella tarda (23), e em Salmo salar vacinados com Vibrio salmonicida (24) ou A.
salmonicida (25). Em todos os casos, os efeitos benéficos da injecao da -glucana foram
observados utilizando-se concentragdes < 100 ug/peixe. No entanto, a prote¢do contra
desafio com o micro-organismo homologo demonstrou resultados conflitantes.

Em contraste, a inoculacdo parenteral da 3-glucana sem a presenga de antigenos
especificos pode aumentar a resisténcia de peixes ao desafio com patégenos especificos
como A. hydrophila (22,26), A. salmonicida (24) e E. tarda (23). Os mecanismos
envolvidos na prote¢do possivelmente estdo relacionados a um aumento da atividade
fagocitica e de expressdo de citocinas das células do sistema imune inato,
principalmente macro6fagos e neutrofilos. De fato, estudos in vitro indicam que a 3-
glucana estimula a producao de citocinas pré-inflamatéria em macroéfagos, resultando
em aumento na atividade fagocitica, na explosao respiratdria, na lisozima sérica, na
atividade de mieloperoxidase, na atividade bactericida do soro e na atividade hemolitica
natural do sistema do complemento (14). Esses parametros ndo foram mensurados
neste estudo, mas ensaios in vitro indicaram que a [-glucana estimula a explosao
respiratéria em leucdcitos totais obtidos do rim cranial de jundia (dados nao
demonstrados).

Outros parametros da imunidade inata como a capacidade de aglutinar bactérias
e atividade de mieloperoxidase do soro tém sido avaliados em peixes alimentados com
B-glucana. Os niveis de aglutininas e de mieloperoxidase sérica em jundias antes e
depois da dieta com [{-glucana permaneceram similares (Figura 2 e 3). A
mieloperoxidase pode ser liberada de células fagociticas durante ou apos estimulacao
por patogenos e, juntamente com radicais de oxigénio, constituem um importante
mecanismo para o controle de infec¢des (27). Em contraste, a atividade hemolitica
natural do soro de jundids alimentado com racao contendo [-glucana foi
significativamente maior (p< 0.05) em relagdo ao grupo controle. A via alternativa do
sistema do complemento em peixes teledsteos é um importante mecanismo de defesa
inespecifica contra possiveis patégenos como parasitas, fungos, virus e bactérias (13)
com excecdo daqueles que contém &cido sidlico na constituicdo de sua membrana celular
(42). Esse sistema de defesa inato composto por varias proteinas desempenha um papel
crucial na resposta imune adaptativa que envolve a quimiotaxia, a opsonizac¢do, a
fagocitose e a degradacdo de microorganismos (14). Epinephelus coioides alimentados

com dieta contendo Saccharomyces cerevisiae apresentaram significativo aumento na
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atividade da via alternativa do sistema do complemento (13). Os efeitos benéficos da (3-
glucana sobre diversos parametros do sistema imune natural tém sido registrados em
outras espécies de peixes (32-35).

Embora a administracdo parenteral de [-glucana estimule a produciao de
anticorpos especificos (Figura 1), o efeito do uso da B-glucana em dietas ou banhos
parece depender da dose, tempo de administracdo e espécie de peixe. O fornecimento de
B-glucana a dieta de tilapia do Nilo — Oreochromis niloticus (28), carpas - Cyprinus carpio
(22), truta arco-iris - Oncorhynchus mykiss (17, 29) e dourada - Sparus aurata L (30) ndo
resultou no aumento de anticorpos totais ou especificos. Da mesma forma, a
concentracdo de anticorpos anti-BSA em jundias alimentados com dieta contendo varias
concentra¢des de B-glucana foram similares entre si e similares ao grupo controle
(dados nao demostrados).

A adicao de [B-glucana na dieta nao alterou os parametros hematologicos de
jundias (Tabela 2). A redu¢do do niimero de algumas células imunolégicas observada
durante este estudo pode estar relacionada também relacionada ao efeito de adaptacao
aos tanques experimentais. A transferéncia dos peixes de tanques externos para os
tanques experimentais pode desencadear alteracdes hormonais, principalmente a
secrecdo de cortisol, e reduzir o numero de células imunolégicas circulantes. De fato,
diversos parametros hematoldgicos de tilapias do Nilo ap6s o periodo de aclimatacao
encontravam-se inferiores aos parametros anteriores a aclimatacao (31). Além disso,
alguns estudos sugerem que a adicao da (-glucana na dieta pode contribuir para a
reducdo de células imunoldgicas. Carpas Indianas (Labeo rohita) alimentadas por duas
semanas com racao contendo [-glucana (500mg/kg de ragdo) tiveram reduc¢do na
contagem de leucécitos totais (32). A reducdo no nimero de leucécitos em peixes
alimentados com B-glucana pode estar associada a reducdo dos niveis de expressao de
genes de varias citocinas pro-inflamatoérias (33). Sem o estimulo dessas citocinas a
imunidade celular e humoral nao é aumentada. Porém, as respostas imunolégicas
decorrentes da administracdo da [-glucana na dieta sao atribuidas as diferentes
dosagens e tempo de tratamento (17).

Os efeitos benéficos da -glucana na dieta foram inequivocamente comprovados
pelo desafio dos peixes com Aeromonas hydrophila. Em jundias alimentados com -
glucana, o nimero de bactérias isoladas da corrente sanguinea foi significativamente

menor, e os indices de sobrevivéncia foram significativamente maiores do que nos
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peixes controles. Os efeitos benéficos da (-glucana sobre os componentes da resposta
imune inata tem sido amplamente descritos (32-35) e parecem estimular ndo somente o
sistema do complemento, conforme observado nesse experimento, mas também sobre
outros parametros, como fagocitose, atividade bactericida do soro, e niveis de lisozima
sérica. Combinados, esses mecanismos seriam suficientes para controlar a infeccdo
inicial induzida pela administracdo intraperitoneal da A. hydrophila e reduzir
drasticamente a possibilidade de uma infec¢ao sistémica, conforme observado em nosso
estudo e, consequentemente, reduzir a mortalidade de peixes desafiados.

Ainda que a desempenho de ganho de peso (GP) e a taxa de crescimento
especifico (TGP) dos jundids de todos os grupos deste estudo tenham sido similares
(Tabela 3), diversos estudos indicam que em outras espécies que receberam (3-glucana
(17,30,34), o GP e a TGP foram significativos superiores (28,35). A [-glucana
demonstrou promover o crescimento e consequentemente producao de proteina animal
em Epinephelus coioides (36). Um estudo com Lutjanus peru demostrou que a 3-glucana
teve efeitos benéficos sobre as enzimas digestivas deste peixe (30) e que poderia
contribuir para aumentar a produtividade dos peixes.

Em resumo, nosso estudo indicou que a [-glucana tem potencial para ser
explorado como adjuvante vacinal, pois induziu anticorpos especificos contra um
antigeno soluvel. Embora nas condi¢Ges experimentais estipuladas, o ganho de peso, a
produgdo de imunoglobulinas especificas e os parametros hematolégicos analisados nao
foram alterados pela inclusdo da -glucana na dieta de jundias, os dados de resisténcia a
colonizacdo bacteriana e sobrevivéncia ao desafio com A. hydrophila sao suficientes para

recomendar o uso da 3-glucana como suplemento alimentar em jundias.
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Figura 1. Resposta imune de jundias inoculados com albumina sérica bovina (BSA)
associada a B-glucana ou montanide. O soro de jundias foi coletado anteriormente a
inoculacao, e nos dias 14, 28 e 42 dias po6s-inoculacdo (p.i.) e testado para detectar a
presenca de anticorpos anti-BSA por ELISA. Os resultados estdo representados pela
média + SEM (n=12). As diferencas significativas (p < 0,05) entre os diferentes dias da
coleta no mesmo tratamento estdo representadas por letras minusculas, e as diferencas
significativas entre os tratamentos no mesmo dia da coleta estdo representadas por

letras maiusculas.

Figura 2. Atividade aglutinante do soro sanguineo de jundias alimentados ou nao com
dieta contendo (-glucana. A capacidade do soro dos peixes em aglutinar bactérias foi
mensurada contra A. hydrophila inativada e esta representada pelo logaritmo da ultima
diluicdo onde ocorreu aglutinacdo. Os resultados representam a média + SEM de todos

os peixes do experimento (n=24).

Figura 3. Determina¢do da mieloperoxidase sanguinea em peixes alimentados com (-
glucana. Os dados representam a média + SEM de todos os peixes do experimento

(n=24).

Figura 4. Atividade hemolitica natural do sistema do complemento de jundias
alimentados ou ndo com dieta contendo (3-glucana. A atividade hemolitica foi mensurada
contra hemadcias de coelho e quantidade de hemdlise foi mensurada por meio d
espectrofotometria. Os resultados estdo representados pela média + SEM (p < 0.05) de

todos os peixes do experimento (n=24).

Figura 5. Determinacdo da quantidade de bactérias na corrente sanguinea de peixes
alimentados ou ndo com [-glucana. Os peixes foram desafiados pela inoculacdo
intraperitoneal de A .hydrophila (2x108 UFC/peixe). Amostras de sangue foram

coletadas assepticamente 24 h apds o desafio para mensurar o nimero de bactérias
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presentes em 0,1ml de sangue total. Os dados estdo representados pelo logaritmo
natural do niimero total de coldnias observadas e representam a média + SEM (p < 0.05)

de 10 peixes de cada grupo.

Figura 6. Taxa de sobrevivéncia de jundias alimentados ou nao com ragdo contendo [3-
glucana e desafiados com A. hydrophila (2x108 UFC/peixe). O nimero de peixes mortos
foi anotado diariamente até o sétimo dia apds o desafio. Todos os grupos eram
compostos de 40 peixes e os dados representam a taxa de sobrevivéncia diaria + SEM (p

<0.05).
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Tabela 1. Ganho de peso em jundias imunizados com albumina sérica bovina (BSA)
combinada com (-glucana como adjuvante. Todos os peixes foram pesados e medidos
anteriormente e ao final do experimento (42 dias) para determinacao da taxa de

crescimento especifico (SGR). Os valores referem-se a média + S.E.M (n=17).

Grupos experimentais

Controle BSA+PBS BSA+Mont BSA+B-gluc  BSA+B-gluc

Parametros 0,02% 0,1%
Peso inicial (g) 47,60+1,41 40,88+0,79 42,22+1,01 32,67+092 42,51+1,01
Peso final (g) 94,26 +3,77 94,09+3,03 9498+299 77,15+3,84 89,89+2,86
Ganho de peso (%) 98,02 130,16 124,96 136,15 111,45

SGR (%/dia1) 1,61 1,97 1,92 2,05 1,76
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Tabela 3. Ganho de peso em jundias alimentados com [3-glucana. Todos os peixes de cada
grupo foram pesados e medidos anteriormente e ao final do experimento (42 dias) para
determinac¢do da taxa de crescimento especifico (TCE). G1: grupo controle, dieta sem (-
glucana; G2: dieta contendo 0,01% de B-glucana; G3: dieta contendo 0,1% de B-glucana.

Os valores referem-se a média * S.E.M (n=50).

Grupos experimentais

Parametro Controle  B-glucana 0,01% B-glucana 0,1%
Peso inicial (g) 20,3+0,3 20,2+0,4 20,3%0,3
Peso final (g) 67+1,8 66%2 72+1.6
Ganho de peso (%) 230+8,8 227+10 252+79

TCE (%/dia) 1,2+0.03 1,2+0.03 1,3+0.02
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4. CONCLUSOES

A utilizagdo de imunoestimulantes e adjuvantes representa um avangco no
desenvolvimento sustentavel da aquicultura. Como medida profilatica a criagdo de peixes e na
busca por substadncias que apresentem baixos custos, com efeitos colaterais diminuidos, o
estudo da acdo de moléculas naturais como a B-glucana, sobre o sistema imunoldgico de
peixes cultivados, torna-se necessario. Para tanto, ¢ imprescindivel uma profunda
compreensdo do sistema imune da espécie de peixe estudada. O estudo descrito nessa

dissertacao nos permite concluir que:

1. Peixes imunizados com BSA associada a f-glucana produziram anticorpos
especificos em niveis similares aqueles observados em peixes imunizados com BSA

e montanide.

2. O uso da B-glucana como adjuvante vacinal ndo alterou os indices de produtividade

dos peixes.

3. A adicdo de B-glucana na dieta ndo alterou os parametros hematoldgicos de jundias.

4. A adicao de B-glucana na dieta estimulou a atividade hemolitica natural do sistema

do complemento.

5. A suplementagdo de dieta contendo B-glucana contribuir para aumentar a resisténcia

de jundias a disseminagao sistémica da A. hydrophila.

6. O fornecimento de B-glucana na dieta contribuiu para aumentar a sobrevivéncia de

jundias infectados intraperitonialmente com A. hydrophila.

7. Recomenda-se a inclusdo de B-glucana a dieta de jundids como medida profilatica

visando aumentar os mecanismos naturais de resisténcia as infecgdes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Na busca por uma alimentagao saudavel a procura pela carne de peixes vem crescendo
bastante nos ultimos anos. Atender a demanda do mercado consumidor e oferecer pescado
com qualidade ¢ um dos principais desafios da aquacultura, cujo desenvolvimento sustentdvel
depende de medidas profilaticas eficazes para a preveng¢ao de doencgas nos peixes. Nesse
contexto, identificar imunoestimulantes e adjuvantes competentes, com baixo custo e baixos
efeitos colaterais, e obter uma melhor compreensdo sobre o sistema imunoldgico dos peixes

cultivados sdo os principais objetivos de pesquisadores na area.

Conforme descrito nessa dissertagdo, os experimentos com o jundia (Rhamdia quelen),
que ¢ um peixe nativo da regido sul do Brasil, possibilitaram elucidar os efeitos do

polissacarideo -glucana sobre os parametros imunologicos e hematologicos dessa espécie.

No primeiro experimento, ao ser administrada como adjuvante vacinal, a B-glucana
promoveu o aumento na producdo de imunoglobulinas sendo possivel identificar duas
concentragoes que melhor estimulam essa produgdao de IgM. Isso indica seu potencial

adjuvante sendo interessante seu uso como medida profilatica aplicada aos peixes de cultivo.

A administracdo da p-glucana na dieta nao alterou os parametros hematoldgicos
analisados e foi verificada a diminuicdo do numero de leucocitos, efeito provavelmente
provocado pelo estresse decorrente da adaptagdo dos peixes ao confinamento. No entanto, a
dieta contendo B-glucana parece melhorar alguns parametros do sistema imune natural, como
o sistema do complemento, e aumentar a resisténcia de jundias a infeccao experimental por A.
hydrophila. Esse achado per se justificaria o uso estratégico da P-glucana na criagdo de
jundias.

Existem algumas variantes que podem interferir no efeito da B-glucana sobre o sistema
imune dos peixes quando essa substancia ¢ administrada juntamente a racdo. Fatores como os
habitos alimentares de cada espécie avaliada influenciam na formagdo da flora intestinal
desses peixes. Assim, a absor¢do das mais variadas substancias pode sofrer interferéncia dos
microrganismos que constituem a flora do trato digestivo de cada espécie. Além disso, o
tempo de administracdo da racdo com adi¢ao de B-glucana também pode ter influéncia sobre o

efeito imunoestimulante deste polissacarideo na espécie estudada.
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