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Concentracao de lisozima sérica e no muco
em pacus (Piaractus mesopotamicus)
alimentados com cortisol exogeno

RESUMO

A relagdo estresse/sistema imune dos peixes geralmente é baseada por indicadores
sanguineos, entretanto, a primeira linha de defesa é o muco da superficie corporal. Deste
modo, o presente estudo utilizou o cortisol exdégeno mimetizando uma condigdo
controlada de estresse nos animais para padronizar e validar metodologia para
determinagdo da concentracdo de lisozima no muco dos peixes. Foram utilizados 40
juvenis de pacu (93,82+7,09 g) distribuidos em quatro caixas de polietileno (250L),
alimentandos duas vezes ao dia com dieta controle e uma contendo cortisol (Sigma®
400mg/kg de ragdo) durante 12 dias. Apds 0, 2, 4, 8 e 12 dias foram amostrados sangues e
muco para a determinagdo da concentragdo de lisozima. Os dados foram submetidos a
ANOVA e comparados pelo teste de Tukey (a=0,05). Peixes alimentados por 2 dias com a
dieta contendo cortisol apresentaram maior (p<0,05) concentragdo de lisozima no muco.
A concentragdo de lisozima sérica foi maior (p<0,05) nos peixes alimentados com cortisol.
Neste contexto, o cortisol exégeno foi eficiente na indugdo das respostas fisiolégicas ao
estresse e a metodologia para determinagdo de lisozima no muco pode ser utilizado como
ferramenta para avaliagdo da resposta imune dos peixes.

PALAVRAS-CHAVE: Estresse. Sistema imune. Peixes.
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INTRODUCAO

O pacu, Piaractus mesopotamicus é uma espécie ruUstica e com carne
saborosa, o que propicia sua criacdo em cultivo intensivo. Sistemas intensivos
conferem estresse aos animais e causam disturbios na homeostase, queda no
desempenho e susceptibilidade a doencas (Oba et al., 2009). Para minimizar
esses impactos, sdo utilizadas substancias com propriedades imunoestimulantes,
que sdo capazes de melhorar a respostas ao estresse e prevenir o aparecimento
de doencas. A avaliagdo desses compostos se baseia principalmente nos
indicadores sanguineos e sobrevivéncia (Barros et al. 2014; Sirimanapong et al.,
2015), entretanto, o muco representa a primeira linha de defesa dos peixes (Fast
et al.,, 2002) e pouca atengdo foi dada, principalmente em espécies de peixes
nativos.

Dessa forma, o presente estudo prop&e a aplicacdo de cortisol exdgeno em
racdo comercial para mimetizar uma condi¢do controlada de estresse, avaliar os
efeitos agudos e cronicos, que o cortisol exerce nos parametros hematolégicos e
concentracdo de lisozima sérica e no muco, assim como chegar a resultados
conclusivos da eficicia da metodologia para determinar a concentracdo de
lisozima no muco presente na superficie corporal do peixe.

METODOLOGIA

Este estudo foi conduzido na Unidade de Ensino e Pesquisa — UNEPE
Piscicultura, da UTFPR, Campus de Dois Vizinhos-PR. Juvenis de pacu (93,87,0 g)
foram distribuidos em quatro caixas de polietileno (250 L), em sistema de
recirculacdo de dgua. Houveram cinco tratamentos: controle e cortisol dietético
amostrados apds dois, quatro, oito e doze dias de alimentacdo. Ao final, todos os
peixes de cada caixa (n=10) foram amostrados para a coleta de sangue. A dieta
com cortisol foi preparada por meio da aspersdo de solugdo contendo 400 mg de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich) e diluidas em 200 mL de etanol, para cada
quilograma de dieta. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia até a
aparente saciedade.

As amostras de sangue de cada peixe foram colhidas por punc¢do do vaso
caudal, com seringas pldsticas descartaveis de 3 mL, previamente umedecidas
com heparina. A contagem total de eritrécitos foi realizada em camara de
Neubauer, a concentragdo de hemoglobina pelo método proposto por Blaxhall et
al. (1973) o hematadcrito segundo Goldenfarb et al. (1971). A concentragdo de
lisozima sérica foi determinada de acordo Abreu et al. (2009), para o muco foi
determinada de acordo com Ross et al. (2000) e burst oxidativo dos leucdcitos
(Biller-Takahashi et al. 2014). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey (a=0,05). O presente projeto foi
submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da UTFPR e aprovado
(Protocolo n° 2015-10.

RESULTADOS

Nao foi observado efeito (p>0,05) sobre o hematdcrito e burst oxidativo dos
leucdcitos. No entanto, a concentragdo de lisozima no muco e no soro, assim
como o numero de eritrécitos, concentracdo de hemoglobina e as varidveis
hematimétricas (volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)) foram
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influenciados (p<0,05) pelos tratamentos. A concentragdo de lisozima no muco
foi maior nos peixes alimentados com cortisol na dieta durante dois dias (Figura
1). Da mesma forma, a concentracdo de lisozima sérica também foi maior nos
peixes alimentados por dois dias com a dieta contendo cortisol (Figura 1).

Figura 1 — Concentragdo de lisozima no muco e lisozima sérica de juvenis de pacu
P.mesopotamicus, alimentados com cortisol exégeno na dieta com diferentes dias de
inclusdo. Diferentes letras acima de cada coluna denotam diferenca estatistica pelo teste
de Tukey (a=0,05).
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Fonte: Autoria propria (2017).

A concentracdo de hemoglobina aumentou apds dois dias de alimentacao
com a dieta contendo cortisol, assim como o numero de eritrécitos, o qual
apresentou os maiores valores apos dois e quatro dias de alimentagdo (Figura 2).
Da mesma forma as variaveis hematimétricas como VCM e CHCM também se
elevaram no decorrer do tempo nos peixes alimentados com cortisol na dieta.
Porém o HCM diminuiu nos peixes alimentados por dois dias contendo cortisol
(Figura 3).

Figura 2 — Concentragao de hemoglobina e contagem total de eritrécitos de juvenis
de pacu P.mesopotamicus, alimentados com cortisol exdgeno na dieta com diferentes
dias de inclusdo. Diferentes letras acima de cada coluna denotam diferenca estatistica

pelo teste de Tukey (a=0,05).
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Fonte: Autoria propria (2017).

Figura 3 — Varidveis hematimétricas de juvenis de pacu P.mesopotamicus,
alimentados com cortisol exégeno na dieta com diferentes dias de inclusdo. Diferentes
letras acima de cada coluna denotam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (a=0,05).
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CONCLUSOES

O cortisol exdgeno foi eficiente na inducdo das respostas fisioldgicas ao
estresse e a metodologia para determinacdo de lisozima no muco pode ser
utilizado como ferramenta para avaliacdo da resposta imune de peixes.

Péagina | 4

XXII SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA, 22., 2017, Londrina, PR.



Péagina | 5

Serum and mucus lysozyme concentrations
of pacu (Piaractus mesopotamicus) fed
exogenous cortisol

ABSTRACT

OBIJECTIVE: The stress/fish immune system relation almost focuses on blood
indicators; however, the first defense line in fish is the body surface mucus. Thus,
this study used exogenous cortisol to mimic a controlled stressful condition in
fishes to validate and standardize the methodology to determine lysozyme
concentrations on fish mucus. Forty juvenile pacu (93.82+7.09 g) were distributed
into four polyethylene tanks (250 L) and fed twice a day with control diet and
dietary cortisol (Sigma® 400 mg/kg feed) during 12 days. After 0, 2, 4, 8 and 12
days, blood and mucus samples were collected to determine lysozyme
concentrations. Results were subjected to one-way ANOVA and Tukey’s test
(a=0.05). Fish fed for 2 days with dietary cortisol showed higher (p<0.05) mucus
lysozyme concentration. Serum lysozyme were higher (p<0.05) in fish fed cortisol.
In this context, exogenous cortisol were efficient to induce physiological stress
response in fishes and the mucus lysozyme concentration method can be used as
a tool for fish immune response evaluation.

KEYWORDS: Stress. Immune system. Fish
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