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RESUMO

O ciclo claro-escuro e a alimentacdo sdo fatores sincronizadores dos ritmos biologicos
em peixes, fato que demandou a pesquisa ora desenvolvida, cujo objetivo foi avaliar os
ritmos das fungdes fisiologicas, metabolicas e locomotora da tilapia do Nilo.
Experimento 1: avaliar a sincroniza¢do dos ritmos didrios da atividade locomotora, da
amilase, da protease alcalina e dos niveis da glicose ao horario de alimentacdo. Juvenis
(n=120) (65,04+0,58g) foram divididos em 2 grupos. Um grupo foi alimentado uma vez
ao dia, as 11h (ZT6) (grupo ML) e o outro, alimentado as 23h (ZT18) (grupo MD). A
atividade locomotora dos animais foi mensurada por meio de fotocélula fixada nos
tanques. A atividade locomotora, bem como analise do Cosinor para os pardmetros de
glicose, protease alcalina e amilase foram analisados. Todos os resultados foram
expressos como média + S.E.M. e avaliados por ANOVA one-way, teste de Duncan. Os
peixes alimentados em ML demonstraram uma atividade locomotora diurna (74,01% da
atividade total) e sincronizacdo ao horario de alimentacdo. Esse grupo demonstrou
antecipacdo da atividade locomotora ao horario da alimentacdo. Nos peixes em MD
houve um rompimento no padrdo diario de atividade locomotora (58,94% periodo de
luz e 41,06%, escuro). A atividade de protease alcalina no intestino médio dos dois
grupos (ML e MD) demostrou padréo ritmico diario (COSINOR, P<0,05). A amilase
ndo demostrou padrdo ritmico de atividades (COSINOR, P>0,05), nem diferenga
significativa (P>0,05). Os resultados demonstraram uma variagdo ritmica diaria para a
glicose plasmatica, Cosinor, P<0,05 e diferenca significativa (ANOVA, P<0,05). O
horario da alimentacdo exerceu influéncia sobre os ritmos didrios dos pardmetros
comportamentais, fisiologicos e metabolicos da tilapia do Nilo, que demonstrou
plasticidade do sistema circadiano com capacidade de controle do padrdo de atividade
locomotora. Experimento 2: avaliou as variagdes diarias nas respostas imunologicas e
hematologicas de tilapia. Juvenis (n=144) (38.06+0.42g) foram distribuidos em 2
grupos ¢ mantidos em temperatura de 28°C e fotoperiodo 12:12LD. Um grupo foi
vacinado contra S. agalactiae (T1) e outro grupo recebeu solugdo salina como controle
(T2). Apos trinta dias da imunizacdo todos os peixes foram desafiados com a bactéria S.
agalactiae). A atividade de peroxidase demonstrou um ritmo diario (COSINOR,
p<0,05), no s peixes do tratamento controle. Os niveis de IgM no soro dos peixes
vacinados, demonstrou um padrdo ritmico diurno, Cosinor (p<0,05) e diferenca
significativa entre os pontos de coleta (p<0,05). O grupo controle (T2) apresentou
expressoes ritmicas génicas de TGFB1, TNFa3 e IL12 (COSINOR, p<0,05), todos com
acrofase diurna. No grupo controle, o VG e trombocitos demostraram variac¢ao ritmica
(COSINOR, p<0,05), como também o VG, o VCM e o CHCM demonstraram diferenca
estatistica (p<0,05). Nos peixes vacinados houve diferenca significativa para o VG e
CHCM (p<0,05). Ha evidéncias de variacdo diaria das func¢des imunoldgicas e
hematologica da tildpias do Nilo, sincronizadas com o ciclo claro-escuro do dia. Isso
reflete a importancia da dimensao temporal na gestdo do cultivo dessa espécie.

Palavras-chave: Amilase, glicose sanguinea, protease, expressdo génica, rede
imunoldgica ritmica, tildpia do Nilo
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ABSTRACT

The light-dark cycle and food are factors synchronizers of biological rhythms in fish, a
fact which required research now developed, whose objective was to evaluate the
rhythms of physiological functions, and locomotor metabolics of Nile tilapia.
Experiment 1: assess the synchronization of daily rhythms of locomotor activity,
amylase, alkaline protease and glucose levels at feeding time. Juveniles (n = 120) (65.04
+ 0.58g) were divided into 2 groups. One group was fed once a day, at 11am (ZT6) (ML
group) and the other fed to 23h (ZT18) (MD group). The locomotor activity of the
animals was measured by photocell fixed in the tanks. The locomotor activity, as well as
Cosinor analysis for glucose parameters, alkaline protease and amylase were analyzed.
All results were expressed as mean + S.E.M. and evaluated by one-way ANOVA,
Duncan test. Fish fed on ML showed a diurnal locomotor activity (74.01% of the total
activity) and synchronizing the feeding schedule. This group showed anticipation of
locomotor activity at the time of feeding. In fish in MD there was a disruption in the
daily pattern of locomotor activity (58.94% light period and 41.06%, dark). The alkaline
protease activity in the midgut of the two groups (ML and MD) demonstrated daily
rhythmic pattern (COSINOR, p<0.05). The amylase did not show rhythmic pattern of
activities (COSINOR, p>0.05), no significant difference (p>0.05). The results show a
daily rhythm variation for plasma glucose, Cosinor, p<0.05 and significant differences
(ANOVA, p<0.05). The power of time exerted influence on the daily rhythms of
behavioral, physiological and metabolic parameters of Nile tilapia, which demonstrated
the plasticity of the circadian system with standard control capability of locomotor
activity. Experiment 2: evaluated the daily changes in immunological and hematological
responses of tilapia. Juveniles (n = 144) (38.06 = 0.42g) were divided into 2 groups and
kept at 28°C, photoperiod 12:12LD. One group was vaccinated against S. agalactiae
(T1) and another group received saline as control (T2). Thirty days after immunization
all fishes were challenged with the bacterium S. agalactiae). Peroxidase activity showed
a daily rhythm (COSINOR, p<0.05) in the control treatment of fish. IgM levels in fish
serum vaccinated showed a diurnal rhythm pattern, Cosinor (p<0.05) and significant
difference between the collection points (p<0.05). The control group (T2) showed
rhythmic gene expressions of TGFB1, TNFa3 and IL12 (COSINOR, p<0.05), all with
daytime acrophase. In the control group, GV and thrombocytes demonstrated rhythmic
variation (COSINOR, p<0.05), as well as GV, MCV and MCHC showed statistical
difference (p<0.05). In fish vaccinated significant difference to the GV and MCHC
(p<0.05). There is evidence of daily variation of immunologic and hematologic
functions of the Nile tilapia, synchronized with the light-dark cycle of the day. This
reflects the importance of the temporal dimension in this kind cultivation management.

Keywords: Amylase, glucose rhythms, protease, Nile tilapia, gene expression, rhythmic
immune network.
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INTRODUCAO GERAL

A Cronobiologia ¢ o ramo da Biologia que investiga a natureza e as
caracteristicas dos eventos de ordem temporal que ocorrem nos organismos vivos € se
repetem em um determinado intervalo de tempo (ROTENBERG et al., 2003). Esses
ritmos podem se dar dentro de um periodo de 24h, sendo entdo denominados de ritmos
circadianos; podem ter um periodo maior que 28h, sdo os chamados ritmos infradianos;
ou podem ocorrer num periodo inferior a 20h, classificados como ultradianos (SCHULZ
e LEUCHTENBERGER, 2006). Esses ciclos se estabeleceram ao longo do processo
evolutivo, definindo os ritmos dos comportamentos e fungdes fisiologicas dos seres
vivos (CYMBOROWSKI, 2010).

A luz e a temperatura se destacam como alguns dos principais fatores
sincronizadores do ritmo diario de comportamento, bem como de expressdo de genes
relogio (CARR et al., 2006). A oferta de alimento se constitui em um importante
sincronizador, sendo considerado um relevante temporizador (LOPEZ-OLMEDA et al.,
2009; MONTOYA et al., 2010). Kulczykowska e Sanchez-Vazquez (2010) consideram
que esses fatores sdo elementos que agem definindo a fase de expressdo ritmica dos
genes relogio com arrastamento de ciclos, permitindo que os peixes antecipem e
respondam de forma adequada as mudancas ambientais.

Embora os ritmos dos seres vivos sejam arrastados por sincronizadores, esses
sdo de natureza enddgena, ou seja, podem se manifestar independentemente das
condi¢des ambientais, se expressando mesmo na auséncia de pistas externas. Esses
ritmos ocorrem em livre-curso (free running) (MARQUES et al., 2003). Esse relogio
bioldgico ¢ um sistema complexo composto por diversos genes que expressam fatores
de transcri¢do e que também modulam sua propria expressiao (KO e TAKAHASHI,
2000).

As pesquisas com peixes tém demonstrado a influéncia do ciclo claro-escuro no
comportamento desses animais, classificando-os em diurnos, noturnos ou crepusculares.
Algumas espécies, contudo, t€ém demostrado uma plasticidade em relacdo a essa
classificacdo e podem ser duais, tanto noturnos, quanto diurnos, como também podem

mudar de fase em determinadas circunstancias (SANCHEZ-VAZQUEZ, 1995, 1996).

Ainda ha aquelas espécies que ndo apresentam uma relagdo de sua atividade locomotora
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com sua atividade de alimentacdo (FORTES-SILVA et al., 2010a). Esses estudos
também tém revelado que a alimentagdo € um potente sincronizador da atividade dos
peixes, quando eles concentram mais sua atividade no horario de receber o alimento,
demonstrando que podem antecipar a atividade alimentar. Algumas horas antes da
alimentagdo, os peixes exibem atividade locomotora intensa, como também produgéo de
enzimas para o processo digestivo (MISTLBERGER, 1994; VERA et al. 2007).

Ha um longo caminho a percorrer na area da imunologia e da hematologia de
peixes, mas estudos ja revelaram que esses sistemas também sofrem influéncia do ciclo
claro-escuro, se expressando de forma ritmica. Essas variagdes circadianas tém sido
demonstradas na atividade de peroxidase, de lisozima, de fagocitose, atividade do
complemento, de leucécitos e no volume globular de variadas espécies de peixes
(ESTEBAN et al. 2006; BINURAMESH e MICHAEL 2011; DE PEDRO et al. 2005).

Explorar e compreender as possibilidades abertas pelo conhecimento da
influéncia do fotoperiodo sobre os ritmos circadianos de peixes aumenta o espectro de
acdo do sujeito envolvido na producao aquicola. Assim, com o intuito de entender como
essas relagdes do ciclo claro-escuro se manifestam em tilapia do Nilo, a presente
pesquisa teve como objetivo avaliar os ritmos diarios das enzimas digestivas, dos

parametros imunologicos e hematolégicos e da atividade locomotora dessa espécie.

1 REVISAO DE LITERATURA GERAL

1.1 Ritmos Biolégicos em Peixes

A vida estd sujeita a ciclos diarios de luz e de escuriddo e as mudancas
decorrentes das variagOes relacionadas as diferentes estagdes do ano, resultantes dos
movimentos de rotagdo e translacdo da Terra (CYMBOROWSKI, 2010). Tais eventos
ciclicos promovem a manifestagdo dos ritmos bioldgicos, que nada mais sdo do que
qualquer evento de natureza bioldgica que se repete a um dado intervalo de tempo
(ASCHOFF, 1981). Ressalte-se que se trata de eventos naturais de carater ciclico
regendo ritmos biologicos também de natureza ciclica.

No ano 325 aC, foi revelado ao mundo o primeiro episddio de cunho cientifico

sobre ritmo biologico pelo historiador Andréstenes de Thasos, que descreveu o
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movimento periddico das folhas da planta tamarindo, Tamarindus indica
(SCHILDKNECHT, 1983). Segundo Rotenberg et al. (2003), esse trabalho pode se
tratar do primeiro relato sobre o ciclo atividade/repouso em planta. Outra descricdo
dessa natureza surgiu no século XVIII (1729), quando Jean Jacques de Mairan
descreveu os movimentos das folhas da Mimosa pudica, mantida em local isolado de
ciclo ambiental claro-escuro. A despeito da situacdo de isolamento em que se
encontrara, a planta continuou a movimentar suas folhas regularmente, revelando um
carater endogeno do ritmo de movimentagdo (MOORE-EDE et al., 1982). Outra
importante observagdo, nessa mesma linha de investigacdo, ocorreu em 1835, descrita
por De Candolle (JORES, 1975). Na oportunidade, o autor descreveu que o movimento
foliar da Mimosa pudica variava entre 22 até 23 horas, quando esta era mantida em
condi¢des constantes de iluminacgdo. Entretanto, uma vez reestabelecida a condigdo
normal de iluminacdo, o ciclo da sensitiva era ajustado para 24 horas. Tal fendmeno
aponta para o fato de que a manuten¢@o da ritmicidade é de natureza endogena, sendo
passivel de sincronizacdo pela variavel ambiental claro-escuro. Este ¢ um ritmo em
“livre-curso”, conforme Marques et al. (2003).

Von Buttel-Reepen (1900) e Forel (1910), citados por Saunders (1982),
apresentaram as primeiras evidéncias sobre o carater endogeno dos ritmos bioldgicos ao
concluirem que abelhas possuem um “sentido temporal”, ou “memoria temporal”, que
lhes permite procurar alimento na hora adequada todos os dias. Para estes
pesquisadores, a “memoria temporal” era controlada por uma oscilagdo circadiana
endogena. A confirmac¢do da endogenicidade veio das experiéncias de Renner (1955,
1957) desenvolvidas também com abelhas.

Os organismos vivos utilizam dois tipos de estratégias para ajustar seu ritmo
enddgeno as pistas ambientais ciclicas, que sdo os mecanismos de arrastamento e de
mascaramento. Esses mecanismos compreendem dois processos por meio dos quais os
seres vivos conseguem utilizar as oscilagcdes externas para ajustar seu reldgio interno.
No primeiro caso, o ritmo biologico endogeno pode ser sincronizado por um evento
ambiental ciclico. Assim, o ritmo endogeno, com periodo distinto do ambiental, ajusta
sua fase e periodo ao ciclo do ambiente. Ocorre uma sincronizagdo diaria na qual um
ciclo ambiental ajusta o periodo e fase do oscilador, deslocando periodicamente sua fase

(MOORE-EDE et al., 1982). Nesse caso, se diz que o ritmo endogeno foi arrastado pelo
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ciclo ambiental. O elemento ambiental capaz de arrastar o ritmo ¢ denominado
sincronizador ou Zeitgebers, termo de origem alema que significa doador de tempo. Ja
na sincronizagdo por mascaramento, conforme assevera Aschoff (1988), varios
estimulos, de natureza ciclica ou ndo, podem modificar a expressao final do ritmo de
atividade do organismo. Nesse caso, o0 mecanismo de controle ndo inclui o oscilador
circadiano. Existe uma plasticidade no sistema que permite aos animais modular a
amplitude da expressdo dos ritmos, bem como modificar a fase na qual ocorrem as
atividades. Como exemplo de sincronizagdo do ritmo com o ciclo dia/noite por
mascaramento, pode-se supor que temperaturas elevadas durante o dia podem inibir a
atividade de um organismo que ¢ diurno, conforme determinado pelo oscilador
circadiano arrastado, resultando na expressdo da atividade nas horas frias da noite. A

Figura 1 ilustra os ajustes dos ritmos por arrastamento e mascaramento.

Figura 1 - Esquema do sistema de temporizagao circadiano enddgeno

Arrastamento

tividade/Repouso

Ciclo Aferéncias Eferéncias > Ritmo
Claro/Escuro » A

Oscilador
Circadiano

Fator Ambiental

Fonte: Tomotani e Oda, 2012, p. 2.

Luz e temperatura, conforme ja dito, sdo fortes sincronizadores dos ritmos
bioldgicos, mas a oferta de alimento, também, se constitui em um importante
sincronizador, sendo considerado um relevante temporizador (LOPEZ-OLMEDA et al.,
2009; MONTOYA et al., 2010). Segundo Kulczykowska e Sanchez-Vazquez (2010),
luz, temperatura e alimentacdo agem definindo a fase de expressdo ritmica dos genes
relogio com arrastamento de ciclos, permitindo que os peixes antecipem e respondam de
forma adequada as mudancas ambientais.

Diversos estudos tém demostrado que os peixes apresentam atividades ritmicas

de comportamento, assim como da fisiologia. Investigacdes na area da reproducdo tém



21

demonstrado ocorréncia de oscilagdes circadianas dos parametros reprodutivos de
peixes teledsteos, com registros nas espécies European sea bass (Dicentrarchus labrax)
(BAYARRI et al., 2004) e em Senegal sole (Solea senegalensis) (OLIVEIRA et al.,
2009), em Gilthead seabream (Sparus aurata) (MESEGUER et al., 2008), em zebrafish
(Danio rerio) (BLANCO-VIVES ¢ SANCHEZ-VAZQUEZ, 2009) e European sea bass
(Dicentrarchus labrax) (VILAMIZAR et al., 2012).

Vera et al. (2013) registraram variacdo diaria da eficiéncia do anestésico tricaina
(MS-222), bem como ritmo da atividade de glutationa-S-transferase (GST) hepatica e da
atividade locomotora em Gilthead seabream (Sparus aurata) sincronizadas com o
horario de alimentacdo. Montoya et al. (2010), estudando o mesmo peixe, concluiram
que a atividade locomotora, assim como a atividade das enzimas digestivas, amilase e
proteases, os niveis de glicose sanguinea e do pH géstrico apresentaram um padrdo
ritmico diario e foram influenciados pelo horario de fornecimento do alimento. Del
Pozo et al. (2012) demostraram que em European sea bass (Dicentrarchus labrax) o
padrdo de alimentagdo influenciou o ritmo diario da glicose, da atividade de amilase e
da expressdo do gene relogio biologico Perl. Lopez-Olmeda et al. (2012) em pesquisa
com enguia (4Anguilla anguilla) registraram variacdo diaria nos niveis de cortisol, de
glicose e da atividade das enzimas amilase e proteases acida e alcalina.

Investigacdes nas areas da imunologia e da hematologia também té€m revelado
variagdo ciclica diaria nos pardmetros desses sistemas. Por sua vez, Binuramesh e
Michael (2011), investigando o padrio ritmico do sistema imune de tildpia de
Mogambique (Oreochromis mossambicus), registraram variagdo diaria nas atividades de
lisozima, peroxidases, de globulina totais, de leucocitos e de cortisol. De Pedro et al.
(2005), estudando os parametros hematologicos e bioquimicos da tenca (Tinca tinca),
demostraram neste peixe a ocorréncia circadiana dos pardmetros de eritrocitos, de
hematocrito, de hemoglobina total, de leucodcitos totais, de proteina total, de
triglicérides, de colesterol e de glicose.

Estudos em peixes tém demonstrado o carater endogeno dos ritmos. As
investigacdes da existéncia do controle endogeno do comportamento nesses animais
sdo, geralmente, feitas usando condigdes constantes, tais como escuro constante (DD),
iluminacdo constante (LL) ou pulso de luz (LD) (ERIKSSON e Van VEEN, 1980;
REEBS, 2002; SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 1996). Nessas condi¢des, os animais
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ficam isentos do arrastamento por pistas ambientais externas e seus ritmos circadianos
se expressam em livre-curso com um periodo (t) aproximado de 24 horas, quando se
trata de ritmos circadianos (ASCHOFF, 1981).

Os animais adequam o seu ritmo enddégeno as condi¢cdes do meio para prever as
mudangas ambientais, tornando-se capazes de desempenhar diversas fungdes biologicas
no momento mais oportuno do dia. Episodios importantes da vida animal, como a
alimentacdo, a reproducdo ¢ a desova acontecem na melhor condi¢do ¢ momento, a fim
de garantir a sobrevivéncia da espécie (DeCOURSEY, 2004). Para Menna-Barreto
(2003), a natureza endogena desses ritmos ¢ orquestrada por um conjunto de estruturas

responsaveis pela génese do tempo biologico.

1.2 Ritmo Bioldgico x Sistema de Temporizacao

Na sec¢do anterior, estudamos o ritmo bioldgico e suas caracteristicas. Nesta
secdo, veremos a relacdo entre eventos ritmicos e o sistema de temporiza¢do, que
representa o conjunto de estruturas que atua para a gera¢do desses ritmos. Aschoff
(1960) afirma que os ritmos biologicos sdo mais que meras reagdes as condi¢des do
ambiente ciclico, eles sdo desencadeados por fatores enddgenos que persistem, mesmo
na auséncia de pistas ambientais ciclicas. Essa caracteristica ¢ marcada pela existéncia
de osciladores associados a um sistema de temporizacdo circadiano endogeno,
responsavel pela geracdo e controle da fase e do periodo desses ritmos (DAAN, 1981;
MOORE-EDE et al., 1982).

Para Menna-Barreto (2003), no carater ritmico enddgeno reside a justificativa da
existéncia de elementos responsaveis pela génese do tempo biologico, ou seja, a
presenga de estruturas geradoras de tempo no interior dos organismos, os chamados
relogios biolodgicos. Por esta expressdo, utilizada pela primeira vez pelo cientista alemao
Gustav Kramer (1952), entende-se o conjunto de mecanismos endogenos capazes de
conferir ritmicidade a processos fisiologicos e comportamentais do organismo,
independentemente das pistas ambientais externas. As estruturas responsaveis por gerar

esta ritmicidade sdo denominadas como osciladores e sua capacidade oscilatoria
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circadiana ¢ decorrente da expressdo ritmica de certas proteinas ao longo do dia,
codificadas pelos “genes relogio”.

Em mamiferos, o oscilador central ¢ composto pelos nucleos supraquiasmaticos
(NSQ), que sincronizam o ritmo das outras células do corpo e os osciladores periféricos
ao ciclo claro-escuro, permitindo que o organismo seja capaz de prever as variagdes
externas circadianas (LIMA ¢ VARGAS, 2014). O marcador circadiano central no
nucleo supraquiasmatico, do hipotdlamo anterior, contém neurénios especializados em
receber o impulso fotico através do trato retino-hipotalamico (RHT) e pistas ndo foticas
por impulsos neurais (ROSENWASSER, 2009).

Em peixes, o reldgio biologico ¢ formado por um eixo circadiano, constituido
por trés estruturas interconectadas, sendo uma central que mantém o comando e a
regulagem dos ritmos. Estas estdo representadas pela retina, pela pineal e pelo nucleo
supraquiasmatico do hipotalamo (MENAKER et al., 1997). Todas elas sdo dotadas de
fotorreceptores que fornecem informagdes sobre a quantidade de luz no ambiente
(ZORDAN et al., 2001). O sistema circadiano de peixes € composto por um marcapasso
central presente no cérebro e por osciladores periféricos localizados na retina e na
pineal. A existéncia de um oscilador circadiano tem sido associada a glandula pineal, a
retina e ao cérebro, estando estas estruturas envolvidas na transducdo do sinal fotico
para estabelecer um ritmo circadiano em peixes. O acoplamento entre essas estruturas
pode variar em cada individuo, de acordo com as condicdes fisiologicas e ambientais,
resultando em uma plasticidade no sistema circadiano de teledsteos (VERA et al.,
2013). A pineal ¢ um orgdo fotorreceptor direto, que contém um oscilador circadiano
que controla a secreciio ritmica de melatonina (EKSTROM e MEISSL, 1997; FALCON
et al., 2007) e esta diretamente envolvida em muitos processos ritmicos fisiologicos e
comportamentais. Em peixe, a pineal ¢ o principal componente do sistema circadiano e
do calendario biologico que controla os ritmos fisioldgicos ¢ comportamento desses
animais (FALCON, et al., 2007).

A percepgdo e o processamento da informacao fotica sdo ocorréncias relevantes
na regulagdo de distintas fun¢des do organismo (SETH e MAITRA, 2010), sendo a
melatonina o hormdnio responsavel (FALCON et al., 2010; VILLAMIZAR et al.,
2012). Esta ¢ produzida principalmente pela glandula pineal e retina e ¢ regulada pelo

ciclo diario de luz-escuro (NIKAIDO et al., 2009; NIKAIDO et al., 2010). Portanto, sua
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sintese se d4 de modo ritmico, com flutuacdo regular em intervalos de 24 horas, sendo
sua liberagdo no periodo escuro e inibicdo em presenca de luz (NIKAIDO et al., 2009;
NIKAIDO et al., 2010; VILLAMIZAR et al., 2012).

A produgdo desse horménio advém das seguintes reacdes enzimaticas: o
aminodcido triptofano ¢ convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima
triptofano hidroxilase-1 (TPH1), cujo nivel ¢ maior na fase de escuro. O 5-HTP ¢
descarboxilado pela enzima 5-HTP descarboxilase, o que da origem a serotonina que
sera metabolizada na fase de escuro em N-acetilserotonina (NAS) através da enzima
arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT). Em seguida, a NAS ¢é usada como
substrato pela enzima hiroxi-indol-O-metiltransferase (AANAT), resultando no produto
final, a 5-metoxi-N-acetiltriptamina, ou seja, a melatonina (FALCON et al., 2007;
FALCON et al., 2010).

Ha uma vasta literatura sobre ritmos circadianos, mas muito pouco em relagdo a
recep¢do das informagdes e seus mecanismos de condugdo. Um sistema circadiano esta
equipado com diversos componentes pelos quais a luz entra no organismo e se converte
em sinal nervoso ou hormonal. O seu nucleo ¢ feito de um relogio cuja atividade esta
sincronizada para o ciclo de 24h (FALCON et al., 2010).

Em peixes teleodsteos, a pineal, em geral, apresenta-se como uma vesicula conectada
por uma haste ao diencéfalo (EKSTROM e MEISSL, 1997). Sua fun¢io consiste em
sinalizar para o organismo, pelos niveis de melatonina presentes, se ¢ dia ou noite e
informar, pela regularidade diaria do hormoénio, qual a estacdo do ano. Assim, a
melatonina produzida pela glandula pineal rege os ritmos de uma série de fungdes
neuroenddcrinas, conforme vasta literatura na area, a saber: alimentacdo, vigilia,
reprodugdo, termorregulagio (FALCON et al., 2010), entre outras, mas também a
imunidade (ESTEBAN et al., 2006).

De acordo com Esteban et al. (2013), além das mudangas impostas pelos ciclos
circadianos e circanuais, 0s peixes estdo sujeitos, também, ao reldgio lunar, que pode
afetar a regulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas, interferindo na reproducao.
Segundo os autores, este ¢ um parametro que ainda carece de mais pesquisas. Contudo,
ha estudos que sugeriram que a melatonina e os esteroides endogenos estdo associados
as alteragdes ciclicas descritas em determinados processos fisiolégicos (RAHMAN et

al., 2003). Estudos com o Siganus guttatus e com o Siganus canaliculatus revelaram
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flutuacdes didrias dos niveis de melatonina no sangue, que se apresentaram reduzidos
durante o dia e elevados no periodo noturno (TAKEMURA et al., 2003; ZIMECKI,
2006). Tais resultados sugerem que os peixes ajustam a quantidade de melatonina no
plasma de acordo com o horario (ESTEBAN et al., 2013).

As investigagOes acerca da melatonina em peixes teledsteos apontam que, ao
longo da evolugdo, houve mudancas nos mecanismos envolvidos na transducdo e
percep¢do da luz. O sistema circadiano de teledsteos ¢ considerado como um
multifotorreceptor e multioscilador (FALCON et al., 2010).

A informacdo temporal dos ciclos ambientais é processada e transmitida ao
oscilador por vias aferentes que conseguem ajusta-lo diariamente. Tem sido proposto
que um basico mecanismo de tempo ¢ generalizado no organismo, sendo atribuida a
cada célula a existéncia de seu proprio relogio circadiano (MARQUES et al., 2003).
Para os autores, a presenca da ritmicidade endogena em todos os niveis da matéria viva
sugere que a rotacdo da Terra tenha sido um fenomeno tdo marcante ao longo da
evolucdo dos organismos, que os ritmos biologicos associados ao ciclo dia-noite

deveriam possuir uma base genética para se perpetuarem.

1.3 Ritmos Bioldgico: Organizacao Celular e Molecular

A evidéncia quanto a existéncia de ritmos bioldgicos em seres unicelulares
(GOTO et al., 1985) foi um fato que conduziu as investigagdes no sentido de que uma
unica célula poderia dispor de todos os elementos de um relogio biologico (LIMA e
VARGAS, 2014). Estudos realizados com a mosca Drosophila melanogastern
(KONOPKAR e BENKER, 1971) confirmaram que os mecanismos responsaveis pela
oscilagdo enddgena, verificados nos NSQ, realizam-se em nivel celular (LIMA e
VARGAS, 2014).

As pesquisas com genética molecular revelaram que esse relogio biologico ¢é
composto por diversos genes que expressam fatores de transcri¢do ¢ que também
modulam sua propria expressao. O mecanismo circadiano regulador da ritmicidade em
vertebrados consiste de interagcdes de ciclos de autorregulacdo positivas e negativas de

transcricdo e translocagdo (BUHR e TAKAHASHI, 2013). Os genes CLOCK e
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BMALI, elementos positivos, formam um heterodimero que age como fator de
transcricdo, liga-se ao E-box localizado na regido regulatoria para a expressao dos genes
Period (Perl, Per2, Per3) e Cryptochrome (Crys Cryl e Cry2), elementos negativos. O
RNAm dos genes Per e Cry sdo traduzidos no citoplasma para a formacao das proteinas
PER (Period) e CRY (Cryptochrome), onde essas proteinas sdo fosforiladas ¢ formam
monomeros. Este complexo ¢ transportado para o nicleo e bloqueia sua propria
transcri¢gdo ao inibir a agdo do complexo CLOCK-BMAL, formando um sistema de
autorregulagdo (REPPERT e WEAVER, 2001; KO e TAKAHASHI, 2006). A
transducdo de informagao circadiana ¢ alcangada por ativacdo ritmica dos genes que sdo
controlados por relogio bioldgico (REPPERT ¢ WEAVER, 2002). Os genes Cry, Per,
BMAL e CLOCK tém sido reportados em zebrafish. Trés genes CLOCK (1, 2 3), trés
genes BMALI (bmalla, 1b e 2), quatro genes Per (Perla, 1b, 2 e 3) e seis genes Cry
(Cry la, 1b, 2a, 2b, 3 ¢ 4) (VATINE et al., 2011; IDDA et al., 2012).

A maioria dos genes bioldgicos em zebrafish parece ser transcrita e se expressa
ritmicamente em todo tecido do peixe. Em linhagem de células embrionarias, a
expressdo desses genes, nesse teledsteo, pode ser induzida pelo ciclo claro-escuro
(PANDO et al., 2001). O RNAm Clock ¢ ritmicamente expresso em zebrafish em
estruturas que podem estar associadas ao marcapasso central circadiano, bem como na
maioria dos tecidos periféricos (WHITMORE et al., 1998). Pando et al. (2001)
desenvolveram estudos que relataram expressdo ritmica de genes Per3 em 00citos ndo
fertilizados do zebrafish. Conforme mencionado por Sanchez et al. (2010), o Per! foi
amplamente expresso em European sea bass (Dicentrarchus labrax). Nesse estudo, o
RNAm de Perl foi detectado em todos os tecidos analisados, como cérebro, coragao,
figado, branquia, musculo, trato digestorio, tecido adiposo, bago e retina. Del Pozo et al.
(2012) demostraram a expressao ritmica diaria de Per/ no cérebro desse mesmo peixe,
ndo sendo essa expressao afetada pela alimentacdo. Por outro lado, no figado, o horario
da alimentacdo afetou os niveis médios de expressdo do Perl, que se apresentou maior
nos peixes diurnos do que nos noturnos. Estudos que reportam a expressao de genes
relégio em muitos tecidos periféricos, tanto em mamiferos quanto em peixes,
desconsideram o cérebro como elemento tnico dessa expressio (WHITMORE et al.,

1998; YOO et al., 2004).
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Como afirmam Bozec et al. (2009), varios fatores de transcrigdo em mamiferos,
que tém suas fungdes relacionadas ao sistema imunoldgico, sdo regulados pelo gene
relogio. Os sinais de tradugdo e ativacdo de transcricdo (STAT3 e STATS), o fator de
resposta de crescimento precoce 1 (EGR1) e o fator nuclear kappa beta (NF-kf) sdo
exemplos de alguns desses fatores

As respostas imunes podem ser reguladas por genes relogio, que modulam a
produgdo de citocinas e outros fatores por via de sinalizagdo de NF-kp (BOZEC et al.,
2009). Outros CCGs (genes controlados pelo relogio), tais como REV-ERB e RORs,
conectam o reldgio molecular a resposta imune (KO e TAKAHASHI, 2006). A figura 2

ilustra a conexao entre o reldgio biologico e o sistema imune.
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Figura 2 - Conexao molecular entre o sistema imune e as vias do relogio biologico.

Fonte: Logan e Sarkar, 2012, p. 85.

Autorregulacdo controlada por temporizag@o circadiana. CLOCK/BMALLI heterodimero se liga a
regido de sequéncia E-box e induz a transcricdo de Perl-3, Cryl e 2. Estes se deslocam ao
citoplasma para sofrer tradu¢do. PER e CRY se translocam ao nucleo, onde bloqueiam o complexo
CLOCK/BMALL, inibindo sua propria transcricdio. BMAL]1 e CLOCK também controlam a
expressdo de genes controlados pelo relogio. Alguns estdo relacionados com a fungdo imune. Os
RORs e REV-ERBs sdo uma alca que fornece estabilidade e robustez ao reldgio e também regula a
fungdo imune. NF-kB regula a resposta imune por inducdo da expressdo de genes e fornece
conexdes para o relogio.

Um controle circadiano por genes relogio do sistema imune pode permitir ao
organismo antecipar as mudancgas didrias na atividade e alimentacdo e a associacdo do
risco de infeccdo ou dano ao tecido. O entendimento do ritmo diario do sistema imune
pode ter implicagdes para vacinacdo como também no manejo das doencas infecciosas

(LOGAN e SAKAR, 2012).
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Embora as bases celulares e moleculares dos fenomenos ritmicos em peixes nao
estejam elucidadas, alguns estudos, contudo, tentam esclarecer acerca das variagdes

diarias da fun¢@o imunoldgica nesses animais, conforme se abordard a seguir.

1.4 Ritmos Circadianos do Sistema Imunologico de Peixes

Os peixes, como outros vertebrados, apresentam padrio diario do seu
comportamento e fisiologia (KAPLAN et al., 2008) ¢ podem detectar mudangas no
ambiente ao seu redor e ajustar-se a estas (BINURAMESH e MICHAEL, 2011). O
sistema imunoldgico desses animais estd sujeito a interferéncia de fatores como
poluentes, doengas, horménios e alimentagdo (SITJA-BOBADILLA et al., 2005). Para
além dessas situagdes, o ciclo claro-escuro exerce uma influéncia marcante no sistema
imune dos animais, sendo suas atividades arrastadas por esse ciclo.

A relagdo estabelecida entre o ciclo de luz e escuriddo ¢ o sistema imune esta
bem descrita em mamiferos (CARRILLO-VICO et al., 2005), mas em peixes essas
investigacodes sdo raras, apesar da importancia que tais informagdes tém para a pesquisa
basica e aplicada, conforme Esteban et al. (2006).

Os estudos nesse campo de investigagdo tém apontado o cardter ritmico das
células do sistema imunoldgico em diversas espécies analisadas. Melchart et al. (1992)
desenvolveram pesquisa que demostraram as varia¢des diarias de neutrofilos em seres
humanos. Registrou-se ritmicidade de células natural killer em ratos e hamsters
(ARJONA et al.,, 2004; YELLON et al., 2005). Fortier et al. (2011) identificaram
variacdo diaria de células T, tanto in vivo quanto in vitro em camundongo. Bollinger et
al. (2009) demostraram ritmo da proliferagdo de células T em humanos, com niveis
maximos a noite.

Em relagdo aos ritmos circadianos do sistema imune de peixes, a primeira
pesquisa direcionada ao estudo da resposta imunoldgica parece ter sido desenvolvida
por Psiscilla e Michael (1994), que avaliaram a resposta ritmica de anticorpos a
albumina do soro bovino em tilapia de Mocambique (Oreochromis mossambicus).
Neste experimento, os niveis de anticorpos alcangaram picos as 12h e as 16h. Biswas et

al. (2004), avaliando o efeito do fotoperiodo sobre o estresse, verificaram altos niveis de
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linfocitos em tilapia do Nilo. Quando expostos a curto periodo de luz-escuro (6:6LD),
os peixes exibiram mais linfocitos no sangue do que quando em fotoperiodo mais longo
(12:12LD).

Na mesma linha de pesquisa, Esteban et al. (2006) submeteram as espécies
Gilthead seabream (Sparus aurata) ¢ o European sea bass (Dicentrarchus labrax) a
fotoperiodo claro-escuro de 12h de luz e 12h de escuriddo (12:12LD). Assim, o soro dos
peixes foi obtido para andlises as 2h, as 8h (luz ligada), as 14h, as 20h (luz desligada) e
as 8h. Os resultados mostraram que a resposta imune apresentou um padrdo ritmico
diario, mostrando a influéncia exercida pelo fotoperiodo sobre os parametros de
atividades de lisozima, mieloperoxidase e do complemento. Embora tenham sido
demonstradas diferencas entre as espécies, a lisozima seguiu também um padrao ritmico
diario de atividade. Na espécie Gilthead seabream, aumentou durante o dia e decresceu
a noite, tendo os maiores valores as 8h. No European sea bass (Dicentrarchus labrax)
foi observado um comportamento oposto com a lisozima sérica. Decresceu durante o
dia e aumentou durante as horas da noite, com o valor mais alto as 20h, exatamente na
fase escura. A atividade do complemento também se expressou ritmicamente. Alcangou
altos valores durante o dia e valores mais baixos durante a noite na Gilthead seabream.
O European sea bass apresentou valores semelhantes nas duas fases. Ja a atividade da
peroxidase exibiu um padrio contrario, ou seja, decresceu durante o dia e esteve
aumentada a noite nas duas espécies estudadas. Para Esteban et al. (2006), esses
resultados claramente indicaram que a atividade circadiana dos parametros
imunoldgicos estudados podem estar relacionados aos niveis de melatonina expressos
durante as fases do dia. O fotoperiodo afetou o sistema imune humoral nas duas
espécies estudadas, o que leva os autores a apontarem a manipulagdo do ciclo claro-
escuro como uma valiosa ferramenta para aprimorar o sistema imunoldgico e bem-estar
do peixe de cultivo.

Kaplan et al. (2008) apresentaram a primeira evidéncia da variagdo ritmica diaria
na atividade de fagocitose e producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por
leucocitos de zebrafish (Danio rerio). Para isso, investigaram o padrdo de leucocitos
nessa espécie em fotoperiodo de 14:10LD. Os autores analisaram a fagocitose e a
producdo de espécie reativa de oxigénio por essas células. Os resultados mostraram que

a cinética de ROS variou significativamente ao longo do dia. O pico de fagocitose para
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as bactérias ocorreu durante a noite, as 2h, com decréscimo as 18h. Verificou-se, com
esses achados, que variagdes diurnas ocorreram na atividade celular associada com o
sistema imune inato em zebrafish. Os autores destacaram que o pico e os niveis
minimos dos dois pardmetros de producdo de ROS e de participacdo na fagocitose
ocorreram diariamente em um ponto de transicdo claro-escuro. Assim, € possivel que
fenomenos como a queda da atividade fagocitaria no zebrafish durante a noite estejam
influenciados pelo aumento nos niveis de melatonina na fase noturna.

Em pesquisa desenvolvida por Binuramesh e Michael (2011), foram
identificadas varia¢des diarias dos parametros imunoldgicos com tilapia (Oreochromis
mossambicus). Foram investigados o padrdo de comportamento sérico da lisozima, da
peroxidade, globulina e cortisol. Os resultados apontaram um tipico padrao dos niveis
de cortisol, expressando alta concentracdo durante a manha e baixa a noite, revelando
um pico pela manha cedo. Para os autores, esse padrao do cortisol foi o desencadeador
das variagdes nas concentragdes de lisozima, de peroxidase e de globulina. Outros
trabalhos demonstram que leucécitos de peixes apresentam receptores para
corticosteroides (MAULE e SCHRECK, 1991; WEYTS et al., 1998) e, portanto,
Binuramesh e Michael (2011) inferiram que estes modularam suas fungdes em resposta
a variacdo do cortisol. Este hormdnio regula uma ampla variedade de processos,
inclusive a resposta do sistema imunolégico (BARNES, 2006). Pesquisas sustentam a
ideia de interagdo estabelecida entre o sistema neuroenddcrino com o sistema
imunoldgico de vertebrados e muitas respostas neuroendocrinas exibem ritmos
circanual e circadiano. Devido a essa estreita relacdo entre esses dois sistemas, €
possivel que alguns parametros imunolégicos se expressem de forma ritmica
(ESTEBAN, et al., 2013). A lisozima demonstrou pico a noite (22h) e se estendeu até as
6h. Um correspondente aumento ou decréscimo no nimero de granulécitos circulantes
com a atividade de lisozima confirma que a variacdo didria de sua atividade pode ser
devido a mudanca no niimero de fagdcitos, principalmente granulocitos € monocitos,
que sdo duas das principais fontes de secrecdo de lisozima (BINURAMESH e
MICAHEL, 2011). A peroxidase, nesse estudo, demonstrou uma tendéncia ritmica
similar a da lisozima, com pico as 2h. Sua expressdo correspondeu a variagdo no
nimero de granulodcitos. Portanto, a flutuagdo das células brancas do sangue pode ser

um fator para mudancas na atividade da peroxidase.
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O total de globulina demonstrou picos as 14h e as 18h e essa variagdo pode ser
atribuida ao nimero de linfocitos circulantes, que demonstrou similar tendéncia ao nivel
da globulina. A variacdo no numero total de linfocitos refletiu o padrdo de aumento e
decréscimo total de leucocitos circulantes (BINURAMESH e MICHAEL, 2011). Esses
achados corroboram os resultados de De Pedro et al. (2005) que em estudos com a
espécie tenca (Tinca tinca) registraram numero total e diferencial de leucécitos com
significativas flutuacdes diarias, variando em fungéo da estacdo.

Estudo com o Atlantico halibut (Hippoglossus hippoglossus) também avaliou
mudangas diarias da lisozima, porém a longo prazo. Assim, um grupo de peixes foi
submetido a um constante fotoperiodo de 16:8LD e outro grupo a 8:16LD, durante seis
meses. Os resultados demonstraram que a manipulagdo do fotoperiodo ndo produziu
diferengas nos niveis de lisozima, visto que ocorreu em relagdo apenas entre as estagdes,
sendo que no verdo os indices foram significativamente mais altos do que no inverno
(BOWDEN et al., 2004).

A plasticidade do sistema circadiano permite aos organismos a otimizacao de
suas funcdes fisiologicas e a coordenacdo entre diversos sistemas. Essa sincronia ¢
fundamental para a manutencdo da homeostase e, por outro lado, interrupcdes
circadianas estdo associadas a danos a saude. (SCHERNHAMMER et al., 2003). O
sistema imunoldgico ¢ indispensavel para a defesa do organismo contra infec¢des
bacterianas, virais e outras doengas e, segundo Logan e Sarkar (2012), esta firmemente

associado a regulagdo circadiana.

1.4.1 Peroxidase

As peroxidases representam um grupo de enzimas que tem o peroxido de
hidrogénio como substrato. Sdo importantes agentes contra microrganismos patogénicos
em mamiferos. Estdo presentes dentro dos granulos das células fagociticas, sendo
liberadas do fagossomo para o meio externo apos fagocitose, quando entdo a
pereoxidase exercera sua agdo litica (TORREILLES et al., 1996; RODRIGUEZ et al.,
2003). Os niveis dessa enzima presentes no sangue tém sido considerados um indicador

da atividade de leucocitos circulantes (ESTEBAN et al. 2013). Estudos com peixes,
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demostraram que a atividade da peroxidase foi mais alta significativamente em
seabream as 8h do que durante o resto do ciclo do dia, enquanto a espécie sea bass ndo
apresentou diferenca significativa para essa enzima durante o fotoperiodo (ESTEBAN
et al., 2006). Binuramesh e Michael (2011), também investigando a atividade ritmica da
peroxidase, em pesquisa desenvolvida com tilapia de Mocambique (Oreochromis
mossambicus), descreveram a atividade ritmica noturna da peroxidase, com
concentragdes mais altas as 2 e 6 horas, na fase escura do fotoperiodo. Nesse estudo, os
autores relacionaram este ritmo noturno da peroxidase aos niveis de corticosteroides.
Para Esteban et al. (2013), a influéncia do ciclo claro-escuro sobres os niveis de

peroxidase no soro ¢ variavel de acordo com a espécie de teledsteo.

1.4.2 IgM

O sistema imune adaptativo dos peixes ¢ semelhante ao dos mamiferos
(DOOLEY e FLAINIK, 2006), e como estes, os peixes agem contra diferentes grupos
de patégenos produzindo anticorpos. A diferenga entre os dois grupos reside no fato de
que os peixes expressam trés classes de imunoglobulinas, a IgM, a IgD e um terceiro
isotipo, IgT (HANSEN et al.,2005). A IgM de teledsteo forma uma estrutura
tetramétrica composta por quatro cadeias polipeptidicas, com cada par da cadeia pesada
ligada covalentemente ao par da cadeia leve (WILSON et al., 1997). Os anticorpos dos
teleosteos desempenham as fungdes de opsonizagdo para fagocitose, da ativagdo da via

do complemento e da neutralizagdo de bactérias e virus (TSUTSUI et al. 2013).

A imunoglobulina IgM representa o principal anticorpo da resposta imune
humoral primaria e secundaria (WATTS et al., 2001). Esta imunoglobulina esta
presente no plasma, no muco e na bile de peixes. Também ja foi identificada a produgdo
de IgM no MALT (tecido linfoide associado a mucosa) no peixe mandarin (Siniperca
chuatsi). Raros sdo os estudos que avaliam a resposta ritmica de anticorpos em peixes.
Psiscilla e Michael (1994) avaliaram a resposta ritmica de anticorpos a albumina do
soro bovino em tilapia de Mocambique (Oreochromis mossambicus). Neste
experimento, os niveis de anticorpos alcancaram picos as 12h e as 16h. Biswas et al.

(2004), avaliando o efeito do fotoperiodo sobre o estresse em tilapia do Nilo,
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constataram maiores niveis de linfocitos quando estas foram expostas a curto periodo de
luz-escuro (6:6LD), do que quando submetidas a fotoperiodo mais longo (12:12LD).
Estudo com o salmado do Atlantico, com objetivo de avaliar o efeito da vacinagdo em
juvenis dessa espécie, demonstrou que os niveis de [gM foram baixos durante o inverno,
com os animais mantidos em fotoperiodo de 12:12LD, e aumentou quando os animais
foram expostos ao periodo de luz continua 24:0LD (MELINGEN e WERGELAND,
2002).

1.4.3 Citocinas

“As citocinas sdo polipeptideos produzidos em resposta a microrganismos e
outros antigenos, que medeiam e regulam reagdes imunologicas e inflamatorias”
(ABBAS et al., 2008, p. 268). Trata-se de mediadores soluveis que exercem interagdes
fundamentais entre as células do sistema imunologico de diferentes organismos.

Os estudos com citocinas tém sido desenvolvidos em peixes avaliando a resposta
dessas proteinas aos diversos imunoestimulantes (ABDEL-TAWWAB e AHMAD,
2009; CHAKRABARTI et al., 2014). Entretanto, estudos que relacionam a expressao
dessas proteinas as variagdes circadianas, parecem inexistentes. O fator de necrose
tumoral TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoéria que representa o principal mediador da
resposta inflamatoria aguda a bactérias e outros microrganismos infecciosos (ABBAS et
al., 2008). A principal funcdo fisiolégica do TNF-a ¢ estimular o recrutamento de
neutrofilos e monocitos para os locais de infec¢do, bem como ativar essas células para
erradicar microrganismos. A interleucina 1 (IL-1) é um importante mediador da resposta
a microbio invasor ¢ dano a tecido. Esta citocina tem ag@o bioldgica semelhante ao
TNFa, agindo como mediador da inflamag@o local, nas células endoteliais, aumentando
a expressdo de moléculas de superficie que promoverdo a adesdo de leucdcitos.
Segundo Low et al. (2003), essa citocina pode estimular a resposta imune por ativagao
de linfocitos ou induzir a liberagdo de outras citocinas que sdo capazes de ativar
macrofago, célula NK e linfocitos. A interleucina 12 (IL-12) tem como principal funcdo
aumentar a secre¢o e a atividade do interferon gama (INF-y) pelas células NK e pelos

linfocitos T auxiliares (CD4"). Além disso, acentua a atividade citotoxica de células NK
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ativadas e linfocitos T citotoxicos (CD8). A IL12 ¢é secretada por linfocitos B e por
neutrofilos, apos serem ativadas por células dendriticas e por macrofagos apés a
ativacdo por células apresentadoras de antigenos (APC) (ABBAS et al., 2008). O fator
de crescimento transformador beta (TGF-B) ¢ um grupo de proteinas que age na
proliferacdo, diferenciagdo e migracdo celular, na regulagdo da fungdo de célula
imunitaria, na angiogénese, bem como na remodelacdo e reparagdo tecidual (CHIN et
al., 2004; LE et al., 2005; LI et al.,, 2006; McGEACHY e CUA, 2007). Quatro
isoformas de TGF-B tém sido identificadas em peixes. Conforme Marie et al. (2006), o
TGF-B1 pode ser a forma predominante a desempenhar fun¢ao no sistema imune. Genes
de TGF-B1 tém sido clonados em muitas espécies de teledsteos, incluindo tilapia
(Oreochromis niloticus) (ZANG et al., 2015), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(MAEHR et al., 2012) e carpa (Cyprinus carpio) (ZHAN e JIMMY, 2000). O TGF-B1
em tilapia foi altamente expressado em tecidos e células envolvidos no sistema imune,
tais como rim e baco. Sugerindo, dessa forma, que o TGF-B1 desempenha papel
relevante na func¢do do sistema imune de tilapia. Altos niveis dessa citocina ja foram
registrados em branquias de tilapia, 6rgdo este exposto diretamente ao ambiente e, dessa
forma, altamente vulneravel a infec¢des. Assim, a presenca de TGF-B1 nas branquias
dessa espécie revela um estratégico papel protetor (ZANG et al., 2015).

Outros elementos, como as variaveis hematoldgicas, também estdo envolvidos
no bem-estar de peixes de cultivo, representando componentes importantes na
homeostase desses animais. A investigacdo dos parametros hematologicos de peixes,
constitui-se em uma ferramenta muito Util no diagnéstico de enfermidades, na
identificacdo do estado fisiologico, nutricional e de estresse dos peixes de cultivo e
assume relevancia na avaliagdo do sistema imunologico (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2004, 2007).

Os peixes apresentam um padrdo ciclico da sua atividade fisiologica, que é
influenciada pelo ciclo claro-escuro. Também o sistema hematologico desses animais ¢é
influenciado pelo fotoperiodo (LEONARDI e KLEMPAU, 2003). Os estudos sobre a
expressdo circadiana desses parametros ainda sdo raros. De Pedro et al. (2005)
apresentaram resultados que indicam a existéncia de variagcdes diarias dos pardmetros
hematologicos e bioquimicos no sangue do peixe tenca (7inca tinca), sendo esses ciclos

diarios dependentes das estacdes do ano. Nesse estudo o niumero de eritrocito, o volume
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globular (VG) e a hemoglobina exibiram um padrio semelhante na primavera e no
verdo, com valores altos durante a fase noturna do fotoperiodo. Para os autores, esses
resultados estdo relacionados ao padrdo de atividade da tenca, que, segundo Herrero et
al. (2003), se trata de uma espécie estritamente noturna, e assim, tal caracteristica lhe
impde uma alta demanda respiratoria durante a noite. Gallaugher e Farrell (1998)
consideram que em vertebrados, apos aumento da atividade, ha uma liberacdo de
eritrocitos pelo bago e subsequente aumento do VG nesses animais.

Estudos realizados com o bagre tropical (Clarias lazera) revelaram um aumento
de leucocitos totais nos periodos de maior incidéncia de luz (TAVARES e MORALIS,
2004). Variagdes anuais foram registradas na contagem de células vermelhas sanguineas
em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) com os menores valores registrados no
inverno e os maiores no verao (MORGAN et al., 2008). Segundo Baldisserotto (2013),
o fotoperiodo ¢ um componente essencial para o desenvolvimento da piscicultura, pois
pode promover alteracdes fisiologicas nos peixes. Os fatores ambientais, como
fotoperiodo, exercem grande influéncia sobre os mecanismos hematologicos dos peixes
(TAVARES e MORAES, 2004).

VariacoOes diarias, incluindo metabdlitos, hormonios, alimentacdo e atividades
locomotoras, tém sido descritos em peixes (ALI 1992; MADRID et al., 2001; REEBS
2002). Apesar da relevancia da ritmicidade expressa nos parametros fisioldgicos e
comportamentais de peixes, poucos estudos abordam essa tematica em relacdo aos

parametros hematologicos.

1.5 Ritmos Diarios da Atividade Locomotora de Peixes

O ciclo diario claro-escuro ¢ um importante sincronizador dos ritmos biolégicos
em peixes, 0s quais exibem um padrdo de atividade que os classificam em diurnos
(TOGUYENE et al., 1997; BLANCO-VIVES e SANCHEZ-VAZQUEZ, 2009;
FORTES-SILVA et al., 2010), em noturnos (HERRERO et al., 2003; BAYARRI et al.,
2004) ou crepusculares (HERRERO et al., 2003; SCHULZ; LEUCHTENBERGER,
2006). Por outro lado, algumas espécies sdo dotadas de um sistema circadiano flexivel

e, com isso, sdo capazes de mudar de fases (SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 1995), tendo
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a abrangéncia do seu comportamento alimentar ndo necessariamente restrita as fases de
luz ou escuro (VERA et al., 2006).

Tais padrdes de atividades resultam de longos periodos evolutivos nos quais os
animais desenvolveram mecanismos de sobrevivéncia a partir de intensas forcas
seletivas, como aquelas geradas pela forte necessidade de fugir de predadores, de
garantir sua nutricao e o sucesso reprodutivo (MADRID et al., 2001).

Em comparagdo com os vertebrados superiores, os peixes sdo mais flexiveis na
expressdo desses ritmos, os quais manifestam variacdo tanto entre as diferentes
espécies, quanto dentro da mesma espécie, conforme assevera Madrid et al. (2001). O
European sea bass (Dicentrarchus labrax) ¢ um teleosteo de fase dual, exibindo ritmos
de alimentacdo noturna e diurna (SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 1995). Em condi¢des de
laboratorio, esse peixe, oriundo da mesma desova, mostrou comportamento alimentar
noturno em alguns tanques, mas, simultaneamente, em outros tanques demostrou
comportamento diurno.

Em algumas espécies, a locomogao esta dissociada do padrdo de alimentagao,
como ¢ o caso do Goldfish (Carassius auratus), que apresenta atividade alimentar
diurna e atividade locomotora noturna (SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 1996). Essa
flexibilidade estd presente também no comportamento da tilapia (Oreochromis
niloticus), conforme Vera et al. (2009), cuja pesquisa identificou variagao no padrdo de
atividade diaria dessa espécie, resultado que contraria Toguyeni et al. (1997), para quem
a tilapia apresenta comportamento estritamente diurno. A variagdo no comportamento
desta espécie também foi verificada por Fortes-Silva et al. (2010), que demonstraram
que tilapias mantidas em espaco individual apresentam intensa atividade durante o dia,
mas preferem se alimentar a noite. Nesse experimento, as tilapias mantidas
individualmente em tanques e submetidas a fotoperiodos de 12:12LD mudaram seu
comportamento e passaram a se alimentar no periodo noturno.

As diversas espécies investigadas apresentam comportamentos que podem se
manter inalterados ou, podem variar dentro da mesma espécie. A truta, por exemplo, é
uma espécie predominantemente diurna (BOUJARD e LEATHERLAND, 1992), com
seus ritmos bioldgicos sincronizados com a fase de luz, o que estimula seu
comportamento alimentar. Ja a tenca, Tinca tinca (HERRERO et al., 2003) ¢ uma

espécie estritamente noturna.
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Além do ciclo claro-escuro, a alimentacdo ¢ um importante sincronizador dos
ritmos biologicos em animais (LOPEZ-OLMEDA e SANCHEZ-VAZQUEZ, 2010). Os
primeiros estudos que buscaram compreender os ritmos diarios de alimentagdo datam de
1942, no qual Hoar descreveu que Atlantic salmon (Salmo salar) e brook trout
(Salvelinus fontinalis) tém preferéncia por se alimentar durante a fase de luz do ciclo,
durante o verdo. O advento de alimentadores por autodemanda (ROZIN e MAYER,
1961), duas décadas depois, representa uma importante ferramenta para estudos de
ritmos alimentares em peixes e, assim, o padrao didrio do comportamento alimentar tem
sido descrito para varias espécies de peixes (MADRID et al., 2001; REEBS, 2002).

Quando o alimento ¢ fornecido em um mesmo horario diariamente, 0os animais
apresentam um comportamento denominado de atividade antecipatoria alimentar
(AAA), que consiste num aumento da atividade locomotora algumas horas antes do
horario corriqueiro da alimentacdo (MISTLBERGER, 1994). A AAA permite aos
animais otimizar seus processos digestivos e metabolicos (DAVIDSON e STEPHAN,
1999). A vantagem desse fendmeno reside no fato de que se o organismo consegue
antecipar os processos digestivos, ira aprimorar a aquisicao e utilizacdo de nutrientes.
Diversos peixes tém demonstrado essa habilidade sincronizando seu comportamento e
fisiologia ao horario da alimentagio (LOPEZ-OLMEDA e SANCHEZ-VAZQUEZ,
2010). O goldfish (Carassius auratus), poucas horas antes do horario da alimentagao,
exibe aumento da atividade locomotora, da atividade de amilase ¢ da secrecao de
neuropeptideo Y (VERA et al., 2007). Segundo Reebs e Lague (2000), esse fendmeno ¢é
controlado por osciladores endogenos e representa uma demonstragdo da sincronizacdo
do comportamento animal a alimentagdo, além do que, caracteriza-se como uma
vantagem adaptativa com a qual o animal melhora sua aquisi¢do e utilizagdo de
nutrientes. Diversos estudos ja mostraram a atividade antecipatéria dos peixes, a saber:
goldfish Carassius auratus (SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 1997; ARANDA et al.,
2001; SANCHEZ-VAZQUEZ et al., 2001; VERA et al., 2007; LOPEZ-OLMEDA et
al., 2009) e seabream (Sparus aurata) MONTOYA et al., 2010).

O sistema de temporizagado circadiano dos seres vivos lhes confere a capacidade
de antecipar e responder aos desafios ambientais didrios, e para serem funcionais no
meio onde vivem, os organismos devem se sincronizar com os ciclos ambientais diarios

(TOMOTANI e ODA, 2012).
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Embora se considere que o ritmo de ingestdo alimentar seja controlado
endogenamente, ele pode ser arrastado por diversas varidveis ambientais,
sincronizando-os com suas fases (BOUJARD e LEATHERLAND, 1992; MADRID et
al., 2001). Fotoperiodo, temperatura, estagdes climaticas, alimentacdo, intensidade
luminosa sdo alguns dos fatores desencadeadores desse processo (SANCHEZ-
VAZQUEZ et al., 1995, 1998; FRASER et al., 1995; LOPEZ-OLMEDA ¢ SANCHEZ-
VAZQUEZ, 2010).

O ciclo circadiano se destaca como o mais estudado dentre os ciclos por se
tratar do mais importante fator ambiental sincronizador dos ritmos biologicos e por sua
presenga registrada, tanto nos mais variados grupos de vertebrados quanto invertebrados
(VERA et al., 2009). Pesquisas vém sendo desenvolvidas sobre a manifestacdo desses
ritmos, buscando confirmar e entender os ritmos locomotor, reprodutivo e alimentar ¢ os
ritmos de hormoénios neuroendocrinos (SANCHEZ-VAZQUEZ, 1996; OLIVEIRA et
al.,, 2009; KULCZYKOWSKA e SANCHEZ-VAZQUEZ, 2010). Estas pesquisas
evidenciam a importincia do ciclo claro-escuro como sincronizadores do ritmo
bioldgico. O conhecimento do padrio de atividade locomotora das espécies ¢
fundamental para sua criagdo em cativeiro, sobretudo no momento de escolher a espécie
mais adequada aos aspectos da regido de cultivo, fatores determinantes para o sucesso
do empreendimento.

Ha registros de variacdes diarias nos niveis de glicose, de cortisol, de
horménios, de enzimas digestivas, de lactato e triglicérides, associadas & sincronizagdo
pelo ciclo de alimentagdo (SANCHEZ—VAZQUEZ et al., 1998; VERA et al., 2007;
LOPEZ-OLMEDA et al., 2009; MONTOYA et al., 2010; DEL POZO et al., 2012). A
glicose exerce um papel importante ao suprir a demanda de energia dos peixes, que
mantém sua glicemia por absor¢do digestiva, como também por meio das
gliconeogénese e glicogendlise (POLAKOF et al., 2007). Trata-se de um carboidrato
que funciona como um recurso importante para o cérebro, que o utiliza como principal
fonte energética (SOENGAS, 2002). Peixes como a tenca (7inca tinca), a truta arco-iris
(Onchorthynchus mykiss), o Gilthead seabream (Sparus aurata) ¢ a European eel
(Anguilla anguilla) tém apresentado variacdes diarias nos niveis desse carboidrato (DE
PEDRO et al., 2005; POLAKOF et al., 2007; MONTOYA, et al., 2010; LOPEZ-
OLMEDA et al., 2012).
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1.6 Ritmos Diarios das Atividades das Enzimas Digestivas em Peixes

As enzimas sdo proteinas que agem como catalisadores bioldgicos que
promovem reducdo na energia de ativagdo necessaria a uma reagdo quimica e, assim, no
aumento da velocidade da reagdo, interferindo no metabolismo dos organismos vivos. A
reacdo enzimatica se da mediante a quebra molecular das proteinas, lipidios e
carboidratos, e a absor¢do desses através do epitélio intestinal (NELSON e COX, 2012).

De forma semelhante a outros sistemas fisioldgicos, o sistema digestivo dos
peixes apresenta um padrdo ritmico de atividade de suas enzimas. Apesar da existéncia
de muitos estudos que avaliam a atividade das enzimas do ponto de vista da
alimentac¢do, da fase de vida, do estado reprodutivo e do sexo, somente recentemente
surgiram trabalhos que buscam investigar o carater ritmico das enzimas em teledsteos,
considerando o efeito do horario de alimentagdo sobre essa atividade (VERA et al.,
2007; MONTOYA et al., 2010; LOPEZ-OLMEDA et al., 2010; DEL POZO et al.,
2012).

A atividade das enzimas proteases e amilases pode ser um dos mais importantes
parametros que determina a eficiéncia de uma dada dieta, otimizando o crescimento e a
utilizagdo do alimento pelo animal (LEMIEUX et al., 1999; DEBNATH et al., 2007).
Algumas espécies estudadas t€ém mostrado oscilagdo ritmica didria nas atividades dessas
proteinas.

O Gilthead seabream (Sparus aurata) demostrou um ritmo diario da atividade
das enzimas digestivas (MONTOYA et al, 2010). Nessa pesquisa, 0s peixes
alimentados em horario fixo demostraram uma antecipagdo da secre¢do de amilase e
protease alcalina, com maior atividade observada 4 horas antes do horario da
alimentagdo. Observou-se também que essas enzimas demonstraram um ritmo didrio da
atividade. Por outro lado, os peixes que foram submetidos a alimentagdo em horarios
aleatorios demonstraram maior nivel de atividade de amilase 1 hora depois do
fornecimento da alimentag@o. Nesse grupo, os peixes demostraram padrio arritmico de
atividade de amilase. Além disso, os peixes do grupo que foi alimentado em horario fixo
apresentaram maior atividade com diferenca estatistica da enzima amilase do que os que
foram alimentados de forma aleatdria. Os niveis da atividade da protease alcalina ndo

apresentaram diferenca estatistica entre os dois grupos experimentais. Em relacdo a
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atividade da protease 4acida, esta ndo demonstrou ritmo diario nem foram encontradas
diferengas estatisticas tanto na média diaria quanto na média entre os grupos. A eel
(Anguilla anguilla) também exibiu ritmo da atividade da protease alcalina em estudos
de Lopez-Olmeda et al. (2012). A espécie European sea bass (Dicentrarchus labrax)
demonstrou padrdo ritmico diario da amilase (DEL POZO et al., 2012).

O entendimento acerca dos processos digestivos ¢ fundamental para a
elaboracdo de alimentos nutricionalmente completos para peixes. O dominio desta
informagdo certamente contribuird para os processos que estdo envolvidos na criagdo de
peixes, permitindo que os criadores aprimorem as técnicas € consigam aumentar sua
margem de lucro e, sobretudo, oferecer peixes de qualidade para o mercado

consumidor.

1.7 Tilapia (Oreochromis niloticus)

A tilapia ¢ uma das espécies de teledsteos cuja producdo tem alcancado grande
destaque na aquicultura, constituindo-se como uma das espécies mais produzidas em
todo o mundo. O sucesso do seu cultivo ocorre devido a grande resisténcia desses
peixes aos baixos niveis de oxigénio e aos elevados niveis de amdnia dissolvidos na
agua (ALCESTE e JORRY, 1998), ao rapido crescimento, a boa conversao alimentar e
a boa aceitagdo de racdo artificial desde a fase larval (MEURER et al., 2000).

Em virtude dessas caracteristicas, sobretudo por apresentar excelente
desempenho de crescimento, sua importancia comercial tem se ampliado e sua criacao
tem se registrado em mais de 85 paises do globo. Nas tltimas décadas, sua producdo
aumentou de 332.186 toneladas em 1990 para 4.080.898 toneladas em 2012 (FAO,
2014), entretanto, esse perfil favoravel ao cultivo ndo ¢ o tUnico motivo para o
crescimento de sua producdo. Ainda de acordo com a FAO, mais da metade dos
recursos pesqueiros marinhos, em todo o mundo, atingiram sua maxima possibilidade
de explotagdo, estdo esgotados ou em recuperacdo, fatos estes que criam uma
necessidade de cultivo, pois muitos paises em desenvolvimento encontram no pescado

sua principal fonte de proteina animal.
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Embora diferentes espécies de tilapia sejam cultivadas, as mais populares
incluem a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a tilapia azul (Oreochromis aureus) e
a tilapia de Mocambique (Oreochromis mossambicus). De acordo com Oliveira et al.
(2007), a tilapia, peixe de origem africana, foi introduzida no Brasil na metade do
século XX (Tilapia rendalli), mas, somente em 1971, por meio do DNOCS
(Departamento Nacional de Obras Contra as Secas), foi desenvolvido um programa de
criagdo de tilapia em reservatdrios publicos da regido Nordeste. Esta experiéncia inicial,
apesar de ndo ter sido bem-sucedida, foi primordial para o inicio da aquicultura no pais.
Somente a partir dos anos 2000 o setor industrial da tilapicultura brasileira se expandiu,
e, para isso, contribuiram a introducdo de uma linhagem melhorada ¢ o uso da técnica
de incubacdo artificial, da reversdo sexual e do desenvolvimento de outras técnicas de
manejo (OLIVEIRA et al., 2007).

Se comparados as espécies carnivoras, peixes onivoros como a tilapia, por suas
caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, aceitam bem a utilizagdo de ragdes com altos
percentuais de ingredientes vegetais, pois processam bem os carboidratos e a proteina
(TENGJAROENKUL et al., 2000). De acordo com Fagbenro (1998) as tilapias se
destacam entre as espécies onivoras na utilizacdo de aminoacidos de fontes proteicas de
origem vegetal. Essa boa aceitacdo do alimento de base vegetal impacta positivamente a
producdo, pois reduz os custos com alimentac@o, o que permite o crescimento do setor.

Trata-se de uma espécie que, além de ser de facil adaptacdo ao cultivo, ¢é
resistente a doencas e apresenta elevados indices de sobrevivéncia. E um peixe que
desfruta de boa aceitagdo no mercado consumidor por sua carne apresentar baixos teores
de gordura, ser saborosa e de boa qualidade (BARBOSA ¢ ARAUJO, 2009). Além
dessas caracteristicas, de acordo com Meurer et al. (2003), a auséncia de espinhos
musculares em “Y” ¢ uma caracteristica bastante atraente para a industrializagao, pois
facilita o processo da filetagem.

Além da boa aceitacdo como alimento para humanos em forma de filé e
hamburgueres, a espécie tem aproveitamento, também, em outros segmentos
comerciais, que utilizam seu couro na fabricagdo de calcados e outros acessorios
(BARBOSA e ARAUJO, 2009), além de ser apreciada como isca nos pesque-pagues.

A atividade aquicola brasileira tem apresentado niimeros bastante relevantes e se

mostra bastante promissora, conforme dados oficiais. A piscicultura continental
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registrou uma producdo de 474.330 toneladas em 2014, um crescimento da ordem de
20,9% em relagdo ao ano anterior. Desse total de peixes produzido, a tilapia foi
responsavel por 41,9%, contribuindo com 198.664 toneladas, representando um
incremento de 17,3%, em relacdo a produgdo obtida em 2013, que foi de 169.306
(IBGE, 2014).

No ano de 2014, a regido Norte despontou como uma das principais produtoras
de peixes, entretanto, o Nordeste concentra um grande polo produtor de pescado
cultivado em &aguas continentais. Trata-se de uma regido que apresenta elementos
propicios a atividade, pois tem clima favoravel, apresenta areas de cultivo apropriadas,
tem um bom mercado consumidor e, conforme destacam Barbosa e Araujo (2009), ha
laboratérios de producdo de alevinos, centros de beneficiamento, fabricas de gelo etc.,
estruturas que contribuem para o crescimento da atividade. Ha que se destacar, porém,
que toda essa tecnologia ja desenvolvida carece de mais estudos que permitam o
controle de doengas, principalmente as infecciosas, comuns na criagdo em cativeiro e
também o desenvolvimento de tecnologias alimentares mais eficientes e a baixo custo.

A expansao da atividade de cultivo de peixes e a busca da maxima produtividade
utiliza a estratégia de manter altas densidades populacionais em sistemas limitados de
criagdo, o que provoca uma maior susceptibilidade a doengas e, consequentemente, a
perdas e altas taxas de mortalidade nos sistemas intensivos de cultivo de peixes. Fatores
como estresse, ma nutricdo, acuimulo de residuos organicos nos viveiros ou tanques,
baixa qualidade da 4gua e mudancas abruptas da temperatura sdo elementos que
contribuem para o desequilibrio da saude do peixe. Assim, o controle sanitario ¢
fundamental para que produtos aquicolas de qualidade sejam ofertados, de modo a
manter o mercado atual e conquistar novos espagos de comercializagdo,
disponibilizando um produto de alta qualidade ao mercado consumidor.

A avaliagdo da resposta ritmica diaria dos peixes a vacinagdo - resposta esta
influenciada pelo ciclo claro-escuro - poderd subsidiar o cultivo intensivo desses
animais. Esse conhecimento pode apontar o melhor momento para realizar as praticas
de manejo na piscicultura, diminuindo a condig@o de estresse dos individuos, evitando
altas mortalidades, uma vez que reduz os efeitos adversos das praticas comuns

realizadas em determinadas horas do dia nas pisciculturas.
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Poucos trabalhos com a espécie tilapia do Nilo, peixe que apresenta um grande
destaque na aquicultura mundial, abordam as relacdes entre ritmos circadianos e a
atividade locomotora, a alimentag@o e as atividades das enzimas digestivas, entretanto,
tais informacdes sdo determinantes para que se conhecam a fisiologia e o
comportamento animal em diferentes fotoperiodos. O desnvolvimento e a valorizacao
desse processo contribui para a ampliacdo do entendimento e a definicdo de praticas de
manejo mais adequadas nas pisciculturas. Tais abordagens trazem como consequéncia
maiores indices de produg@o aquicola e amplia a qualidade dos produtos e o bem-estar

animal.
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CAPITULO 1

Sincronizacio dos ritmos diarios de atividade locomotora, de glicose no
plasma e das enzimas digestivas em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus)



54

RESUMO

O ciclo claro-escuro e a alimentacdo sdo fatores sincronizadores dos ritmos biologicos
em peixes. A pesquisa teve por objetivo avaliar sincroniza¢do dos ritmos diarios da
atividade locomotora, da atividade da amilase, da protease alcalina e dos niveis da
glicose sanguinea ao horario de alimentagdo fixa em tilapia. Assim, 120 juvenis de
tilapia (65,04+0,58g) foram distribuidos em 12 tanques (10 peixes por tanque) e
divididos em 2 grupos. Um grupo foi alimentado uma vez ao dia, as 11h (ZT6) (grupo
ML) e o outro grupo foi alimentado as 23h (ZT18) (grupo MD). A atividade locomotora
dos animais foi mensurada por meio de fotocélula (Omron, mod E3S-AD62, Kyoto,
Japan). Estas foram fixadas em seis tanques a S5cm do fundo destes e 2cm da lamina
d’agua. O registro da atividade ocorria toda vez que os peixes cruzavam o campo de
captagdo do sensor infravermelho, os registros aconteciam a cada 10 minutos e eram
transferidos automaticamente a um sistema computacional que armazenava os dados
(DIO98USB, Universidade de Murcia, Murcia-Espanha). Os dados de atividade
locomotora, bem como analise de Cosinor para os parametros de glicose, protease
alcalina e amilase foram analisados. Todos os resultados foram expressos como média +
S.E.M. e avaliados por ANOVA one-way, teste de Duncan. Apdés o periodo de
sincroniza¢do ao horario de alimentacao, os peixes foram capturados e anestesiados com
50pL/Lde eugenol (6leo de cravo) para coleta de sangue e do intestino. A coleta ocorreu
em um periodo de 24 horas, com intervalo regular de 4 horas, compreendendo seis
pontos de coleta para os grupos experimentais (n=88). Os peixes alimentados em ML
demonstraram uma atividade locomotora diurna (74,01% da atividade total) e
sincronizagdo ao horario de alimentacdo. Esse grupo demonstrou antecipacdo da
atividade locomotora em relacdo ao horario da alimentagdo. Nos peixes em MD se
observou um rompimento no padrdo diario de atividade locomotora (58,94% periodo de
luz e 41,06%, escuro). Atividade de protease alcalina no intestino médio dos animais
dos dois grupos (ML e MD) demostrou padrdo ritmico diario pela analise Cosinor,
p<0,05. A amilase ndo demostrou padrdo ritmico de atividades (COSINOR p>0,05),
nem diferenca significativa (p>0,05). Os resultados demonstraram uma variagao ritmica
diaria para a glicose plasmatica, Cosinor, p<0,05 e diferenga significativa (ANOVA,
p<0,05). O horario da alimentagcdo exerceu influéncia sobre os ritmos diarios dos
pardmetros comportamentais, fisioldgicos e metabolicos da tilapia do Nilo, que
demonstrou plasticidade do sistema circadiano com capacidade de controle do padrdo
de atividade locomotora.

Palavras-chave: Ritmo diario, amilase, protease, glicose, horario de alimentacdo,

tilapia do Nilo.
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ABSTRACT

The light-dark cycle and food are factors synchronizers of biological rhythms in fish.
The research aimed to evaluate synchronization of daily rhythms of locomotor activity,
amylase and alkaline protease activity and blood glucose levels to fixed feeding
schedule for tilapia. Thus, juvenile tilapia 120 (65.04 + 0.58g) were distributed in 12
tanks (10 fish per tank) and divided into 2 groups. One group was fed once a day, at 11:
00h (ZT6) (ML group) and the other group was fed at 23:00 h (ZT18) (MD group). The
locomotor activity of the animals was measured by photocell (Omron, mod E3S-AD62,
Kyoto, Japan). These were fixed in six tanks Scm below the bottom of the tank. The
record activity occurred every time the fish were crossing the infrared sensor capture
field, the records held every 10 minutes and were automatically transferred to a
computer system that stored data (DIO98USB, University of Murcia, Murcia, Spain).
The data locomotor activity, as well as Cosinor analysis for glucose parameters, alkaline
protease and amylase were analyzed. All results were expressed as mean = S.E.M. and
evaluated by one-way ANOVA, Duncan test. After the synchronization period feeding
time, the fish were captured and anesthetized by 50mLI/L of eugenol (clove oil), to
collect blood and intestine. The collection took place over a period of 24 h with regular
interval of 4 hours, including six collection points for the experimental groups (n = 88).
Fish fed on ML showed a diurnal locomotor activity (74.01% of the total activity) and
synchronizing the feeding schedule. This group showed anticipation of locomotor
activity in relation to the time of feeding. In fish in MD was observed a disruption in the
daily pattern of locomotor activity (58.94% light period and 41.06%, dark). Alkaline
protease activity in the midgut of the two groups of animals (ML and MD)
demonstrated daily rhythm pattern by Cosinor analysis, p<0.05. The amylase did not
show rhythmic pattern of activities (COSINOR p>0.05), no significant difference
(p>0.05). The results show a daily rhythm variation for plasma glucose, Cosinor, p<0.05
and significant differences (ANOVA, p<0.05). The time of the power exerted influence
on the daily rhythms of behavioral parameters, physiological and metabolic the Nile
tilapia, which demonstrated the plasticity of the circadian system with standard control
capacity of locomotor activity.

Keywords: Daily rhythm, amylase, protease, glucose, feeding time, Nile tilapia.
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1 INTRODUCAO

O ciclo claro-escuro e a alimentag@o sdo os fatores mais importantes no controle
dos ritmos bioldgicos em peixes (LOPEZ-OLMEDA et al., 2009a; MONTOYA et al.,
2010), atuando como sincronizadores desses ritmos (LOPEZ-OLMEDA e SANCHEZ-
VAZQUEZ, 2010). Estes parimetros assumem relevancia pela influéncia que exercem
no desempenho, na fisiologia, no comportamento e no estresse de espécies aquicolas
(KITAGAWA et al., 2015). Quando ha oferta de alimento em horario fixo, os peixes
apresentam um comportamento denominado de atividade antecipatoria alimentar
(AAA), que consiste no aumento da atividade locomotora (MISTLBERGER, 1994). A
AAA permite aos animais otimizar seus processos digestivos e metabolicos
(DAVIDSON e STEPHAN, 1999; STEPHAN, 2002), tendo como vantagem adaptativa
aprimorar a aquisi¢do e utilizagio de nutrientes (LOPEZ-OLMEDA et al., 2009a;
MONTOYA et al., 2010).

Por outro lado, estudos demonstram que os peixes exibem padrdes de atividade
locomotora e alimentar diversos se comparados a animais terrestres (MATTOS et al.,
2016). Algumas espécies, como o European sea bass (Dicentrarchus labrax) podem ser
duais, ou seja, mudam de fases (SANCHEZ-VAZQUEZ, 1995). Ainda ha aquelas em
que a fase da atividade alimentar ndo corresponde a atividade locomotora (SANCHEZ-
VAZQUEZ, 1995, 1996; VERA et al., 2009; FORTES-SILVA et al., 2010a). Assim, a
alimentacdo em aquicultura e seus efeitos comportamentais e fisiologicos sdo fatores
complexos ¢ devem ser considerados para melhoria da eficiéncia alimentar. O horario
de alimentacdo, por exemplo, deveria se basear no conhecimento biologico ou
tecnoldgico, mas, contrariamente, costuma se basear no horario de trabalho das equipes
das pisciculturas (KOTANI e FUSHIMI, 2011).

Embora o ritmo dos niveis de glicose parega estar associado a alimentacdo e ao
horario da alimentagdo (LOPEZ-OLMEDA et al. 2009b; MONTOYA et al. 2010), seu
metabolismo é considerado um tema oportuno de investigacdo para varias espécies
aquicolas nas suas diversas fases de vida (GONG et al., 2015; LI et al., 2016; XIA et al.,
2015; REN et al., 2015), com estudos escassos, sendo os lipidios e as proteinas mais
bem explorados (ROCHA et al., 2016). A glicose exerce um papel importante ao suprir

a demanda de energia dos peixes (POLAKOF et al., 2007) e se destaca como relevante
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ferramenta na avaliacdo das fung¢des fisiologicas como crescimento, bem-estar e estado
de satde da tilapia. Além disso, os carboidratos sdo ingredientes de dietas praticas
eficientemente utilizados na alimentacdo de onivoros e/ou herbivoros de dguas tropicais,
como a tilapia, representando fontes de energia de mais baixo custo (ZHAO et al.,
2011).

Segundo Lopez-Olmeda et. al. (2012), o horario de alimentagdo parece ser um
fator importante na determinacdo da atividade ritmica das enzimas digestivas em peixes.
Algumas espécies de peixes marinhos tém mostrado que essas enzimas apresentam
oscilagdo ritmica didria de sua atividade. Pesquisa com Gilthead seabream (Sparus
aurata) evidenciou uma variagdo ritmica da atividade da amilase e da protease alcalina
(MONTOYA et al., 2010). O peixe eel (Adnguilla anguilla) exibiu variagdo da atividade
da protease alcalina em estudos de Lopez-Olmeda et al. (2012). Poucos estudos, até o
momento, consideraram peixes de agua doce na avaliacdo do ritmo didrio e suas
respostas metabolicas. Este estudo se faz necessario devido a grande diferenga nos itens
alimentares dos peixes de agua doce (LI et al, 2016b) ¢ 4gua marinha (PEREZ-
JIMENEZ et al., 2015; CASTRO et al.,2015) e ao processo de digestdo e absorcao de
carboidratos (KROGDAHL et al., 2005).

O objetivo dessa pesquisa foi investigar a sincronizacdo dos ritmos diarios
comportamentais (atividade locomotora), metabolico (glicose sanguinea) e enzimatico
(amilase, protease alcalina) ao horario de alimentagdo fixa em tilapia (Oreochromis

niloticus).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacoes Experimentais

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Nutrigdo e Comportamento
Alimentar de Organismos Aquaticos (AQUAUFRB) da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB). Os peixes foram mantidos em sistema de recirculagdo de
agua composto por filtros mecanicos, filtros biologicos e luz UV (60W) e controle de
temperatura da agua (27 + 0,8°C). O experimento foi conduzido de junho a agosto de

2015, no municipio de Cruz das Almas/BA, na regido do Reconcavo da Bahia, a uma
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altitude de 220 metros, tendo como coordenadas geograficas 12° 40’ 12” de latitude sul
e 39° 06’ 07” longitude oeste de Greenwich (BRASIL, 1992).

A intensidade luminosa era medida durante o dia e a noite, usando um luximetro
(Lux medidor, Sao Paulo, Brasil) colocado por cima dos tanques. Os peixes receberam
cerca de 12h de luz e 12h de escuro. O periodo de luz comegou as 5h, quando os peixes
receberam uma intensidade de luz a partir de 1 Ix e o periodo escuro se iniciou as 17h,
quando a marcag@o do luximetro indicava 0 Ix. Por convengdo, em estudos de ritmos
circadianos, quando as luzes sdo acesas, esse periodo é denominado tempo Zeitgeber
(sincronizador) (ZT), correspondendo a ZTO; e quando as luzes sdo apagadas, esse

periodo corresponde a ZT12 (Figura 3) (LOPEZ-OLMEDA, et al., 2016).

Figura 3 - Representacdo dos horarios circadianos
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Os peixes permaneceram nestas condigdes por uma semana para aclimatacao.
Cada tanque foi equipado com um alimentador automatico (EHEIM, model 3581,
Germany) para o calendario de alimentacdo (Figura 3). Os peixes foram alimentados a
2% da biomassa, com ra¢ao comercial para tilapia com 35% de proteina.

Os parametros de qualidade de agua foram mensurados diariamente com valores
de temperatura em 27 £+ 0.8°C, pH com niveis de 6.50 + 0.5 e oxigénio de 7.90 + 0.6
mg/L, sendo estes valores considerados apropriados para esta espécie (ALAM e AL-

HAFEDH, 2006).
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2.2 Desenho Experimental

Juvenis de tilapia, num total de 120, com peso inicial médio de 65,04+0,58¢g
(média£S.E.M.), obtidos da piscicultura Aquavale (Itubera, Bahia-Brasil), foram
mantidos em tanques de polietileno com capacidade 100L.

Os peixes foram distribuidos em 12 tanques, compreendendo 10 peixes por
tanque, numa densidade de 650g/100L de agua. Para os tratamentos experimentais, 0s
animais foram divididos em 2 grupos. Um grupo recebeu alimentacdo fixa, uma vez ao
dia, no horario claro do fotoperiodo, as 11h (ZT6), ou seja, na metade da fase de luz
(grupo ML). O outro grupo, por sua vez, recebeu alimentacdo fixa, uma vez ao dia,
porém as 23h (ZT18), na metade da fase de escuro (grupo MD) (Figura 3).

Para sincronizag¢do dos peixes ao horario da alimentagdo, uma dieta comercial
para juvenis de tilapia foi utilizada no periodo experimental, durante 60 dias (35%
proteina bruta, 5% extrato etéreo, 12% cinzas, 2mm de granulometria, Primor®, Sio
Paulo-Brasil). Nos cinco dias finais do experimento, os peixes passaram a receber uma
dieta purificada, contendo 41,53% (caseina5:1gelatina), 5% (6leo de soja), 42,65%
(dextrina), formulada para tilapia de acordo com Fortes-Silva et al. (2011). Esta
mudanca na dieta se fez necessaria para isolar fontes de variagdo que pudessem estar
contidas em uma dieta comercial, bem como fatores indesejados de uma dieta padrao
que pudessem influenciar o processo de digestao e absor¢ao do carboidrato.

A atividade locomotora dos animais foi mensurada por meio de fotocélula
(Omron, mod E3S-AD62, Kyoto, Japan). Estas foram fixadas em seis tanques a Scm do
fundo dos mesmos e também a 2cm da 1amina d’agua. O registro da atividade acontecia
toda vez que os peixes cruzavam o campo de captagdo do sensor infravermelho; os
registros aconteciam a cada 10 minutos e eram transferidos automaticamente a um
sistema computacional que armazenava os dados (DIO98USB, Universidade de Murcia,
Murcia-Espanha).

Apo6s o periodo de sincronizagdo ao horario de alimentagdo, os peixes (n=88)
foram capturados e anestesiados com 50uL/Lde eugenol (6leo de cravo, BiodinAmica®)
(SIMOES et al., 2011) para coleta de material para analise. A coleta ocorreu em um
periodo de 24 horas, com intervalo regular de 4 horas, compreendendo seis pontos para

cada grupo experimental. O primeiro ponto de coleta foi feito uma hora ap6s o horario
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da alimentacdo. Para o grupo ML, a coleta se processou nos seguintes horarios: ZT7,
ZT11, ZT15, ZT19, ZT23 e ZT3 (Figura 3). Para o grupo MD, a coleta obedeceu aos
seguintes horarios: ZT19, ZT23, ZT3, ZT7, ZT11 e ZT15) (Figura 3). Cada peixe foi
submetido a coleta de uma aliquota de 0,5mL de sangue, por pun¢do venocaudal, para
posterior obtencao do soro. Foram utilizadas seringas estéreis de 3mL e agulha de 25x7.
As aliquotas foram transferidas para microtubos de polietileno de 1,5mL, mantidas sob
refrigeracdo e encaminhadas para o Laboratorio de Doengas Infecciosas do Hospital
Veterinario da UFRB, onde foram processadas. Para a obtencdo do soro, 0,5mL de
sangue, colhidos sem anticoagulante, foi centrifugado a 400xg durante 10 minutos. O
soro coletado foi armazenado em tubos estéreis a -20°C para posterior analise. Apds a
coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por sec¢do medular. Foi aberta a
cavidade celomatica na regido ventral para retirada dos 6rgdos. O intestino foi coletado

para posterior analise das enzimas digestivas.

2.3 Analise das Atividades da Amilase e da Protease Alcalina

As amostras do intestino médio foram destinadas a mensuragao da atividade da
amilase e da protease alcalina. A porcao do intestino médio, disposta em placa de Petri,
com o auxilio de pinga cirtirgica, teve o excesso do alimento removido, sendo mantida a
-80°C até as analises. Os tecidos foram homogeneizados por meio de homogeneizador
(Polytron PT 1200®Kinematica, Switzerland), com &gua destilada, na proporgdo de
250mg de tecido/mL a 4°C. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000xg por 15min a
4°C e o sobrenadante coletado para uso no ensaio de analise da atividade enzimatica. A
concentragdo de proteina soltivel na amostra foi determinada pelo método de Lowry,
usando albumina de soro bovino como padrao (LOWRY, 1976). A atividade da amilase
foi determinada de acordo com o método Somogyi-Nelson, usando amido soluvel (2%),
como substrato (ROBYT e WHELAN, 1968). A atividade da protease alcalina foi
determinada pelo método da caseina, utilizando 1% de caseina como substrato
(KUNITZ, 1947, WALTER, 1984). Uma unidade de atividade de amilase foi definida
como a quantidade de enzima capaz de produzir 1mg de maltose por minuto e por mg

de proteina. Uma unidade de atividade de protease foi definida como a quantidade de
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enzima necessaria para catalisar a formagao de 1mg de tirosina, liberada por minuto e

por mg de proteina (HILDAGO et al., 1999).

2.4 Analise de Glicose

A concentragdo de glicose sérica, para os diferentes horarios de coleta, foi

mensurada por meio de kit de analise de glicose comercial (Doles®).

2.5 Analises dos Dados

Os dados de atividade locomotora, bem como analise do Cosinor para os
parametros de glicose, protease alcalina e amilase foram analisados pelo sofiware El
Temps (v.1, 179 Dr. Diez Noguera, Barcelona). Neste soffware os actogramas e as
ondas médias foram duplamente plotados para melhor visualizagdo. A andlise de
Cosinor foi utilizada para avaliar se as atividades ritmicas das enzimas e os niveis
ritmicos de glicose se ajustavam a fungdo Cosinor (Y=M+A * [Cos (Qt+D)]), onde M ¢
mesor, A ¢ amplitude, Q ¢ frequéncia angular (360°/24h para ritmos diarios) e @ ¢ a
acrofase. Todos os resultados foram expressos como a média + S.E.M. e avaliados por
ANOVA one-way, teste de Duncan. O nivel de significancia foi considerado p<0,05. Os

dados foram analisados utilizando SPSS (versdo 15.0).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho aborda a avaliagdo de um ritmo diario de parametros
comportamentais, metabolicos e fisiologicos da tilapia do Nilo, espécie de grande
importancia na piscicultura mundial. Tal proposta fornece subsidios para as pesquisas
na area, sobretudo pelo fato de que sdo poucos os estudos nessa perspectiva. Os nossos
achados revelaram caracteristicas importantes que podem ser discutidas para o

desenvolvimento de um processo pratico de alimentag¢ao na aquicultura.



62

3.1 Ritmos Diarios da Atividade Locomotora

Os peixes alimentados em ML apresentaram uma atividade antecipatoria
alimentar (AAA), com um pico uma hora antes do fornecimento do alimento. Os peixes
apresentaram atividade locomotora diurna e sincronizacdo ao horario de alimentagdo
representando 74,01% da atividade total (Figura 4AB). O ritmo de atividade locomotora
diurno foi considerado maior que o ritmo de atividade locomotora noturno [F(1,238) =
111,159, p<0,05)]. Embora ndo seja estritamente diurna, a tildpia apresenta um
comportamento locomotor mais ajustado com a fase de luz. Ressalte-se, contudo, sua

habilidade de adaptagdo a outras condigdes, conforme comportamento do grupo MD.

Figura 4AB - Actograma e formas de onda média representantes da atividade da tilapia
submetidas a alimentagdo fixa uma vez por dia no ML.
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Fonte: Dados originados da pesquisa.

(A) Para uma visualizagdo conveniente, os dados foram duplamente plotados. No eixo y esta a progressdo
dos dias com cada dia plotado duas vezes (dia 1 do lado esquerdo ¢é repetido no lado direito). A atividade
foi registrada a cada 10 minutos e a altura de cada ponto representa o nimero de interrupgdes do feixe de
luz. As barras acima de cada actograma representam o regime de luz; barras abertas e pretas representam
a luz e a escurido, respectivamente, do ciclo LD. As setas no topo dos actogramas indicam o horario de
alimentacdo. (B) Formas de onda média da atividade locomotora da tilapia em um ciclo 12:12LD
alimentados uma vez por dia no ML. Cada ponto foi calculado como a média+S.E.M. de 10 minutos dos
dados registrados em todos os dias experimentais mostrados em cada actograma na Figura 4A. As barras
acima das ondas médias representam as fases do ciclo LD luz (barra aberta) e escura (barra preta).
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Essa habilidade adaptativa esta claramente presente no comportamento do grupo
MD, cuja resposta ao horario de alimentacdo demonstrou arrastamento do ritmo
locomotor. Ao fixar o horario da alimentagdo no periodo noturno, foi possivel observar
um rompimento no padrdo diario de atividade locomotora, quando esta passou a ser
tanto no periodo de luz (58,94% da atividade total) quanto no periodo noturno (41,06%)
(Figura 3AB), havendo diferenca significativa para a atividade locomotora durante a
fase de luz e de escuridao [F (1,238) =14,573, p<0,05]. Embora haja significancia entre
o periodo noturno e o diurno, o incremento da atividade noturna para animais em MD,
se comparado a animais em ML (veja Figura 4AB e 5AB), mostra, de certa forma, um

efeito sincronizador da alimentag@o noturna sobre o comportamento natural diurno.

Figura SAB - Actograma e formas de onda média representantes da atividade da tilapia
submetidas a alimentagdo fixa uma vez por dia no MD.
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Fonte: Dados originados da pesquisa.

(A) Para uma visualizagdo conveniente, os dados foram duplamente plotados. No eixo y esta a progressdo
em dias com cada dia plotado duas vezes (dia 1 do lado esquerdo ¢ repetido no lado direito). A atividade
foi registrada a cada 10 minutos e a altura de cada ponto representa o niimero de interrupgdes do feixe de
luz. As barras acima de cada actograma representam o regime de luz; barra aberta e preta representam a
luz e a escuriddo, respectivamente, do ciclo LD. As setas no topo dos actogramas indicam o horario de
alimentacdo. (B) Formas de onda média de atividade locomotora das tilapias em um ciclo 12:12LD
alimentadas uma vez por dia no MD. Cada ponto foi calculado como a média+S.E.M. de 10 minutos dos
dados registrados em todos os dias experimentais mostrados em cada actograma na Figura 5A. As barras
acima das ondas médias representam as fases do ciclo LD luz (barra aberta) e escuro (barra preta).
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A tilapia ja foi descrita como um peixe de padrdo locomotor caracterizado como
estritamente diurno (TOGUYENI et al., 1997), mas pode apresentar flexibilidade no seu
ritmo de atividade. Vera et al. (2009) registraram uma atividade diurna, como também
um padrdo arritmico nessa espécie, submetida a condi¢des de luz e escuriddo. Fortes-
Silva et al. (2010a) demonstraram que tilapias, mantidas individualmente em tanques,
possuiam intensa atividade locomotora durante o dia, mas com forte atividade alimentar
noturna. Por outro lado, um comportamento crepuscular também foi observado em
tilapias (FORTES-SILVA et al., 2010b). Os estudos que identificaram a flexibilidade no
comportamento locomotor de tilapias corroboram os resultados obtidos nesta pesquisa.
Assim sendo, ¢ comum associarmos 0s animais como apenas diurnos ou noturnos,
porém os peixes possuem uma plasticidade comportamental maior, se comparados a
animais terrestres. Isso pode ser devido a fatores relacionados a época do ano,
disponibilidade de alimento ou até mesmo presenc¢a de predadores (FORTES-SILVA et
al., 2010b). Fatores individuais também colaboram com esta plasticidade ritmica,
conforme verificado com a espécie Goldfish (Carassius auratus) que, quando mantidos
em ciclo de 12:12LD, apresentaram ritmo didrio da atividade locomotora em uns
individuos para o periodo diurno, e, em outros, para o periodo noturno (SANCHEZ-
VAZQUEZ et al., 1996). A alimentagdo é considerada um potente sincronizador da
atividade locomotora dos peixes (KITAGAWA et al., 2015; PAREDES et al., 2015).
Talvez isso se explique pela flutuabilidade da oferta de alimentos no ambiente aquatico
se comparado ao ambiente terrestre. Os peixes estdo sujeitos aos periodos de cheia dos
rios, lagos com limite de alimentos e variacdes de luminosidade para a producdo de
alimentos ao longo do ano, o que os leva a se adaptarem a estas condi¢des para a
sobrevivéncia (ABELHA et al., 2001).

As tilapias deste estudo apresentaram comportamento diurno com 74% da
atividade registrada nessa fase do dia, na qual lhes era fornecida a alimentagdo,
demostrando sincronizagdo com o horario de oferta do alimento (ML). O pico de
atividade exibido pelos peixes em ML, uma hora antes da alimentacdo, revelou uma
atividade antecipatoria da atividade locomotora. Os animais previam o fornecimento
futuro da alimentac¢do e se preparavam para receber o alimento assim que este fosse
fornecido. Pode-se inferir que este comportamento tenha implicado em uma melhor

aquisicdo e aproveitamento dos nutrientes presentes nos alimentos, fatos que
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contribuem para a melhoria do desempenho do peixe. O resultado da atividade

antecipada de protease alcalina corrobora este argumento, conforme se discutira adiante.

3.2 Ritmos Diarios dos Parametros Fisiologicos

3.2.1 Enzimas Digestivas

O resultado geral do ritmo diario para as enzimas se encontra na Figura 6 e
Figura 7AB. A atividade de protease alcalina no intestino médio dos animais dos dois

grupos ML e MD demostrou um padrao ritmico diario pela analise Cosinor, p<0,05.

Figura 6 - Mapa de fase da protease alcalina e da glicose.
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Fonte: Dados originados da pesquisa.
A acrofase ¢ indicada por simbolos diferentes de acordo com o grupo experimental: circulos brancos para
o grupo ML, circulos pretos para o grupo MD. Os limites de confianga (95%) sdo indicados pelas barras

laterais. O nome de cada fator analisado esta indicado do lado esquerdo do grafico. As barras brancas e
pretas acima do grafico representam o periodo de luz e o periodo escuro, respectivamente.

A protease alcalina para o grupo ML apresentou uma acrofase em 00:43 + 01:06
(final da fase escura e inicio da fase de luz) e para o grupo MD, a acrofase foi em 23:04
+ 03:05, também considerado final da fase escura. Da mesma forma, a protease alcalina
apresentou diferenca significativa (p<0,05) para os grupos ML e MD, com as maiores

atividades das enzimas na fase escura (Figura 7AB).
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Figura 7AB - Perfis didrios de protease alcalina em tildpias submetidas a alimentagdo
periodica, ML (A) e MD (B).
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Fonte: Dados originados da pesquisa.

Os valores representam a médiatS.E.M. (N = 6/ponto de tempo). As barras brancas e pretas acima do
grafico representam a luz e a escuriddo, respectivamente. As setas acima das barras indicam o horario da
alimentacdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os momentos do dia (one-way

ANOVA, p<0,05).

Desta forma, foi possivel observar que o grupo submetido a condigdo de
alimentacdo em ML demonstrou uma atividade mais duradoura, varias horas apos a
ingestdo do alimento. Por outro lado, o grupo de alimentagdo fixo em MD apresentou
antecipacdo da secrecao de protease alcalina com um pico 4 horas antes do horario da
alimentacdo (0.608+0.106 U/mg proteina) e outro 4 horas depois (0,630+0.061 U/mg
proteina). A AAA observada nos animais esta relacionada, possivelmente, a um efeito
de adaptacdo e de maximizagdo do processo de digestdo a noite. O fendmeno de
antecipac¢ao da atividade alimentar também revela a vantagem de, ao receber o alimento,

o animal estar com sua capacidade digestiva potencializada para melhor aproveitar e
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digerir as proteinas nele existentes, assegurando-lhe crescimento e sobrevivéncia. Os
animais previam um evento futuro de oferta de alimento em um horario atipico de
alimentacdo, ja que pelas caracteristicas comportamentais observadas neste trabalho as
tilapias mostraram uma atividade locomotora predominantemente diurna, mas
sincronizada com a alimentac¢do noturna.

Em estudos com Sparus aurata alimentados em horario fixo, Montoya et al.
(2010) demostraram uma antecipacdo da secre¢do da protease alcalina, com maior
atividade observada 4 horas antes do horario da alimentagdo (ML), sugerindo que o
horario fixo de alimentagdo favoreceu uma interagdo temporal e arrastou a atividade da
protease alcalina. Nos nossos estudos, os grupos de peixes em ML ¢ MD demonstraram
alta atividade da protease alcalina varias horas apds o horario de alimentagao.

Para Lopez-Olmeda et al. (2012), trabalhando com uma espécie carnivora
(Anguilla anguilla), tal fato pode ser explicado pelo tempo prolongado da atividade
digestiva at¢é mesmo em nivel intestinal. Caruso et al. (2008), em outro estudo com a
Anguilla anguilla, analisaram o ciclo de 24h de enzimas digestivas e concluiram que as
atividades no estdmago decresceram apds a ingestdo do alimento, enquanto que a
atividade no intestino aumentou com a progressao do tempo.

Por outro lado, a atividade de amilase ndo apresentou diferenca estatistica
(p>0,05) para os valores absolutos entre os diferentes pontos de coleta (Figura 8AB).
Ap6s a andlise para detectar um possivel ritmo diario (COSINOR, p>0,05), a atividade
da amilase no intestino médio da tilapia demostrou um padrdo arritmico para os dois

grupos estudados.
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Figura 8AB - Atividade da amilase no intestino médio de tilapias submetidas a
alimentagdo periddica, ML (A) e MD (B).
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Fonte: Dados originados da pesquisa.

Os dados sdo representados como média + SEM. As barras brancas e pretas acima da figura indicam a
fase clara e escura, respectivamente. As setas acima das barras indicam o horario da alimentagdo. O eixo
vertical mostra a atividade de amilase por U/mg de proteina, enquanto que o eixo horizontal mostra o
tempo em horas zeitgeber (ANOVA one-way, p<0,05).

O fato de a atividade de amilase ter se mostrado invariavel no tempo, tanto para
o grupo ML quanto para o grupo MD, pode ser explicado pelo prolongado processo
digestivo intestinal das tilapias ou pela base alimentar predominantemente de
carboidratos. Nos peixes carnivoros ou nas fases larvais da maioria das espécies, em que
a dieta ¢ predominantemente composta por proteinas e lipidios, a maior parte dos
carboidratos encontrados ¢ provavelmente produzida no proprio organismo, a partir de
dois ou trés carbonos remanescentes de aminoacidos e lipidios (NRC, 1993). Isso
poderia facilitar a detec¢@o de algum possivel ritmo diario. Por outro lado, a tilapia, por
ser onivora, se alimenta normalmente de forma constante de altos niveis de carboidratos
(ZHAO et al., 2011), possuindo estrutura digestiva adaptada a este tipo de alimento

(AWAAD et al., 2014), por isso, possivelmente necessita de uma atividade constante da
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enzima. Peixes onivoros se alimentam de diferentes itens alimentares e de forma
aleatoria. Chakrabarti et al. (1995) relataram que durante a evolugdo do sistema
digestivo dos vertebrados os peixes das comunidades 1énticos ndo exibiram um foco na
estratégia digestiva, pois as opcdes alimentares eram reduzidas, entdo ocorreu o
desenvolvimento da plasticidade nutricional aliada com a atividade enzimatica e

digestiva.

3.2.2 Glicose

O resultado geral do ritmo diario para glicose se encontra na Figura 9AB. Os
resultados demonstraram variagao ritmica diaria para a glicose plasmatica, com acrofase
para os peixes alimentados em ML (23:11+03:46 ZT) e para o grupo alimentado em
MD (11:33+04:07 ZT). A variagdo diaria para este pardmetro também foi
significativamente diferente comprovada apds as analises (p<0,05).

Os valores maximos de glicose foram registrados na fase escura (ZT15) para o
grupo ML e na fase clara (ZT7) para o grupo MD (Figura 9AB). Ritmos diarios de
tolerancia a glicose tém sido relatados em mamiferos e parecem estar associadas a
fatores tais como os habitos alimentares e os ritmos diarios de resisténcia a insulina.
(KALSBEEK et al., 2014; JHAA et al., 2015). Os processos que envolvem o controle
no ritmo diario da glicemia e de varios outros produtos do metabolismo parecem estar
mais claramente identificados em seres humanos e estdo relacionados ao hipotalamo.
Esta ritmicidade diaria de fun¢des metabdlicas, incluindo a liberacdo de hormoénio, é
regida por um sistema circadiano que consiste em um reldgio central no nucleo
supraquiasmatico do hipotalamo e muitos relogios secundarios no cérebro e orgdos

periféricos (JHAA et al., 2015).
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Figura 9AB - Niveis diarios de glicose no sangue de tilapias, submetidas a alimentagdo

periddica, ML (A) e MD (B).
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Fonte: Dados originados da pesquisa.

Os dados sdo apresentados como média = S.E.M. As barras brancas e pretas na parte superior
mostram a fase clara e a fase escura do fotoperiodo, respectivamente. As setas acima das barras
indicam o horario de alimentacdo O eixo vertical representa os niveis de glicose no sangue em
mmol/L, enquanto que o eixo horizontal mostra o tempo em horas zeitgebers. Diferentes letras
denotam diferengas significativas entre pontos de tempo para cada condi¢do de alimentacdo

(ANOVA one-way, p<0,05).

As concentragcdes maximas (Cmax) de glicose encontradas neste estudo foram

de 4.49+0.86 mmol/L, 9h apos a alimentagdo, para animais alimentados em ML; e de

5.36+0.88 mmol/L, 13h apds a alimentagdo, para os peixes alimentados em MD. Lopez-

Olmeda et. al. (2009b), estudando o peixe Carassius auratus, registraram concentracao
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elevada de glicose (8,22mmol/L) nos animais alimentados em ML e concentracdo baixa
(3,46mmol/L) naqueles alimentados em MD. Perfis diarios de glicose no sangue
mostraram uma Cmax 8h apoés a alimentagdo, independentemente do horario das
refeicoes para o Gilthead seabream (Sparus aurata) alimentado em ML e MD, 4,01
mmol/L e 3,45 mmol/L, respectivamente (MONTOYA et al., 2010). Estes resultados
revelam, de uma forma geral, que os peixes possuem um relogio enddgeno
sincronizador do ritmo glicémico para as diferentes espécies de peixes, que funciona de
forma espécie-especifico. Os niveis basais para animais alimentados em ML ¢ MD
voltaram ao normal 12h apds o pico de glicose. Para peixes carnivoros, este tempo foi
de 18h para Gilthead seabream (Sparus aurata) (MONTOYA et al 2010) e de 25h para
juvenis de flounder (Paralychtis olivaceus) alimentados com uma dieta composta de
dextrina (SANG-MIN et al., 2003). A magnitude e duracdo desse aumento nos niveis de
glicose esta relacionada com os habitos alimentares das espécies de peixes. Assim,
peixes onivoros demonstram uma capacidade mais apurada de voltar aos niveis de
glicose basais apds uma carga de glicose do que peixes carnivoros (MOON, 2001).

Este estudo atesta o forte efeito dos periodos de claro e escuro no ritmo
circadiano da glicose. Uma hipotese a ser levantada seria as interagdes e efeitos dos
processos digestivos avaliados neste trabalho, com a digestdo, absorcdo e ritmo diario
da glicose. Contudo, segundo Lopez-Olmeda et al. (2009b), em peixes, diferengas na
tolerdncia entre dextrina e glicose ndo estdo associadas a fatores digestivos. Este
comportamento do padrdo de glicose diario em tilapia parece estar controlado por
fatores ja identificados em mamiferos e peixes que seria a interagdo entre os produtos do
metabolismo e seus receptores. Para estes autores, diferencas de tolerancia entre a
dextrina e a glicose em Goldfish podem ser originadas por fatores como o metabolismo

da glicose ou sua captacdo em Orgaos periféricos.
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4 CONCLUSAO

Este estudo ressalta a relevancia que o horario de alimentagdo assume sobre a
atividade locomotora, os niveis de glicose sanguinea, a atividade da amilase ¢ da
protease alcalina da tilapia do Nilo, visto que os peixes sincronizam esses pardmetros ao
horéario de alimentacdo. Nossos resultados mostraram plasticidade do sistema circadiano
com capacidade de controle do padrdo de atividade locomotora, no momento em que a
tilapia perdeu o ritmo diurno, sincronizando com a alimentacdo noturna. Esse fato
ratifica a importancia de determinar horarios de alimentacdo que melhorem o

desempenho da tilapia em cativeiro.



73

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABELHA, M. C. F.; AGOSTINHO, A. A.; GOULART, E. Plasticidade trofica em peixes de
agua doce. Acta Sci., v. 23, n. 2, p. 425-434, 2001.

ALAM, A.; AL-HAFEDH, Y. S. J. Diurnal dynamics of water quality parameters in an
aquaculture system based on recirculating green water technology. Appl. Sci. Environ.
Mgt., v. 10, n. 2, p. 19-21, June, 2006.

AWAAD, A. S.; MOAWAD, U. K.; TAWFIEK, M. G. Comparative histomorphological
and histochemical studies on the oesophagus of Nile Oreochromis niloticus and African
catfish Clarias gariepinus. J. Histol., v. 2014, p. 1-10, Nov., 2014.

BRASIL. Ministério da Agricultura ¢ Reforma Agraria. Normais climatolégicas: 1961-
1990. Brasilia: MARA, 1992.

CARUSO, G.; DENARO, M. G.; GENOVESE, L. Temporal changes in digestive enzyme
activities in the gastrointestinal tract of European eel (Anguilla anguilla) (Linneo 1758)
following feeding. Mar. Freshw. Behav. Phys., v. 41, n. 4, p. 215-228, Dec., 2008.

CASTRO, C.; CORRAZE, G.; PEREZ-JIMENEZ, A.; LARROQUET, L.; CLUZEAUD,
M.; PANSERAT, S.; OLIVA-TELES, A. Dietary carbohydrate and lipid source affect
cholesterol metabolism of European sea bass (Dicentrarchus labrax) juveniles. Br. J.
Nutr., v. 114, n. 8, p. 1143-1156, Oct., 2015.

CHAKRABARTIL I.; GANL, M.A.; CHAKI, K.K.; SUR, R.; MISRA, K. K. Digestive
enzymes in 11 freshwater teleost fish species in relation to food habit and niche segregation.
Comp. Biochem. Physiol. A Physiol., v. 112, n. 1, p. 167-177, Sept., 1995.

DAVIDSON, A. J.; STEPHAN, F. K. Plasma glucagon, glucose, insulin and motilin in rats
anticipating daily meals. Physiol. Behav., v. 66, n. 2, p. 309-315, Apr., 1999.

FORTES-SILVA, R.; MARTINEZ, F. J.; SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J. Macronutrient
selection in Nile tilapia fed gelatin capsules and challenged with protein dilution/restriction.
Physiol. Behav., v. 102, n. 3-4, p. 356-360, Mar., 2011.

FORTES-SILVA, R.; MARTINEZ, F. J.; VILLARROEL, M.; SANCHEZ-VAZQUEZ, F.J.
Daily rhythms of locomotor activity, feeding behavior and dietary selection in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). Comp. Biochem. Physiol. A Mol. Integr. Physiol., v. 156, n. 4,
p. 445-450, Aug., 2010a.



74

FORTES-SILVA, R.; MARTINEZ, F. J.; VILLARROEL, M.; SANCHEZ-VAZQUEZF. J.
Daily feeding patterns and self-selection of dietary oil in Nile tilapia. Aquac. Res., v. 42, n.
1, p. 157-160, Dec., 2010b.

GONG, G.; XUE, M.; WANG, J.; WU, X. F.; ZHENG, Y. H.; HAN, F.; LIANG; X. F., SU,
X. O. The regulation of gluconeogenesis in the Siberian sturgeon (Acipenser baerii)
affected later in life by a short-term high-glucose programming during early life.
Aquaculture, v. 436, p.127-136, Jan., 2015.

HIDALGO, M. C.; UREA, E.; SANZ, A. Comparative study of digestive enzymes in fish
with different nutritional habits. Proteolytic and amylase activities. Aquaculture, v. 170, n.
3-4, p. 267-283, Jan., 1999.

JHAA, P. K.; CHALLETB, E.; KALSBEEK, A. Circadian rhythms in glucose and lipid
metabolism in nocturnal and diurnal mammals. Mol. Cell. Endocrinol., v. 418, p. 74-88,
Dec., 2015.

KALSBEEK, A.; FLEUR, S.; FLIERS, E. Circadian control of glucose metabolismo. Mol.
Metab., v. 3, n. 4, 372-383, July, 2014.

KITAGAWA, A. T.; COSTA, L. S.; PAULINO, R. R.; LUZ, R. K.; VIEIRA-ROSA, P.;
GUERRA-SANTOS, B.; FORTES-SILVA, R. Feeding behavior and the effect of
photoperiod on the performance and hematological parameters of the pacama catfish
(Lophiosilurus alexandri). Appl. Anim. Behav. Sci., v. 171, p. 211-218, Oct., 2015.

KOTANI, T., FUSHIMI, H. Determination of appropriate feeding schedules from diel
feeding rhythms in finfish larviculture. Aquaculture, v. 315, n. 1-2, p. 104-113, May.,
2011.

KROGDAHL, A.; HEMRE, G.I.; MOMMSEN, T.P. Carbohydrates in fish nutrition:
digestion and absorption in post larval stages. Aquacult. Nutr., n. 11, p.103-122, Apr.,
2005.

KUUNITZ, M. Crystalline soybean trypsin inhibitor: II general properties. J. Gen.
Physiol., v. 30, n. 4, p.291-310, Mar., de 1947.

LI, X. F.; XU, C.; ZHANG, D. D.; JIANG, G. Z.; LIU, W. B. Molecular characterization
and expression analysis of glucokinase from herbivorous fish Megalobrama amblycephala

subjected to a glucose load after the adaption to dietary carbohydrate levels. Aquaculture.
v. 459, n. 1, p. 89-98, June, 2016a.



75

LL X.; ZHU, X.; HAN, D.; YANG, Y.; JIN, J.; XIE, S. Carbohydrate utilization by
herbivorous and omnivorous freshwater fish species: a comparative study on gibel carp
(Carassius auratus gibelio. var CAS 1I11) and grass carp (Ctenopharyngodon idellus).
Aquac. Res., v. 47,n. 1, p. 128-139, Jan., 2016b.

LOPEZ-OLMEDA, J. F.; SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J. Feeding rhythms in fish: from
behavioral to molecular approach In: KULCZYKOWSKA, E.; POPEK, W.; KAPOOR, B.
G. (Eds.). Biological clock in fish. Enfield: Science Publishers, 2010, p. 155-184.

LOPEZ-OLMEDA, J. F.; EGEA-ALVAREZ, M.; SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J. Glucose
tolerance in fish: Is the daily feeding time important? Physiol. Behavior., v. 96, n. 4-5, p.
631-636, Mar., 2009b.

LOPEZ-OLMEDA, I. F.; LOPEZ-GARCIA, 1.; SANCHEZ-MUROS, M. J.; BLANCO-
VIVES, B.; APARICIO, R.; SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J. Daily rhythms of digestive
physiology, metabolismo and behaviourin the European eel (4nguilla anguilla). Aquacult.
Int., v. 20, n. 6, p. 1085-1096, May, 2012.

LOPEZ-OLMEDA, J. F.; MONTOYA, A.; OLIVEIRA, C.; SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J.
Synchronization to light and restricted-feeding schedules of behavioral and humoral daily
rhythms in gilthead sea bream (Sparus aurata). Chronobiol. Int., v. 26, n. 7, p. 1389-1408,
Oct., de 2009a.

LOPEZ-OLMEDA, I. F.; PUJANTE, I. M.; COSTA, L. S.; GALAL-KHALLAF, A ;
MANCERA, J. M.; SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J. Daily rhythms in the somatotropic axis of
Senegalese sole (Solea senegalensis): The time of day influences the response to GH
administration. Chronobiol. Int., v. 33, n. 3, p. 257-267, Mar., 2016.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L., RANDALL, R. J. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., v. 193, p. 265-275, 1951.

MATTOS, B. O.; NASCIMENTO-FILHO, E. C. T.; BARRETO, K. A.; BRAGA, L. G. T
FORTES-SILVA, R. Self-feeder systems and infrared sensors to evaluate the daily feeding
and locomotor rhythms of Pirarucu (4drapaima gigas) cultivated in outdoor tanks.
Aquaculture, v. 457, p. 118-123, Feb., 2016.

MISTLBERGER, R. E. Circadian food-anticipatory activity: formal models and
physiological mechanisms. Neurosci. Biobehav. Rev., v. 18, n. 2, p. 171-195, 1994,

MONTOYA, A.; LOPEZ-OLMEDA, J. F.; GARAYZAR, A. B. S.; SANCHEZ-
VAZQUEZ, F. J. Synchronization of daily rhythms of locomotor activity and plasma



76

glucose, cortisol and thyroid hormones to feeding in Gilthead seabream (Sparus aurata)
under a light—dark cycle. Physiol. Behav., v. 101, n. 1, 101-107, Aug., 2010.

MOON, T. W. Glucose intolerance in teleost fish: fact or fiction? Comp. Biochem.
Physiol. B Biochem. Mol. Biol., v. 129, n. 2-3, p. 243-249, June, 2001.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NCR. Nutrient requirements of fish/nutrient
requirements of domestic animals. Committee on animal nutrition, board on agriculture.
National Academy Press, Washington, D.C., Estados Unidos, 1993.

PAREDES, J. F., LOPEZ-OLMEDA, J. F., MARTINEZ, F. J., SANCHEZ-VAZQUEZ, F.
J. Daily rhythms of lipid metabolic gene expression in zebra fish liver: response to
light/dark and feeding cycles. Chronobiol. Int., v. 32, n. 10, p. 1438-1448, Nov., 2015.

PEREZ-JIMENEZ, A.; ABELLAN, E.; ARIZCUN, M.; CARDENETE, G.; MORALES, A.
E.; HIDALGO, M. C. Nutritional and metabolic responses in common dentex (Dentex
dentex) fed on different types and levels of carbohydrates. Comp. Biochem. Physiol. A
Mol. Integr. Physiol., v. 184, p. 56-64, June, 2015.

POLAKOF, S.; CEINOS, R. M.; FERNANDEZ-DURAN, B.; MIGUEZ, J. M.; SOENGAS,
J. L. Daily changes in parameters of energy metabolism in brain of rainbow trout:
dependence of feeding. Comp. Biochem. Physiol. A., v. 146, n. 2, p. 265-273, Feb., 2007.

REN, M.; HABTE-TSION, H. M,; XIE, J.; LIU, B.; ZHOU, Q.; GE, X.; PAN, L.; CHEN,
R. Effects of dietary carbohydrate source on growth performance, diet digestibility and liver
glucose enzyme activity in blunt snout bream, Megalobrama amblycephala. Aquaculture,
v. 438, p. 75-81, Mar., 2015.

ROBYT, J. F.; WHELAN, W. J. Starch and its derivates. In: RADLEY, J.A. (Ed.), The B-
amylases. Academic Press, London, 1968, p. 477—497.

ROCHA, F.; DIAS, J.; GEURDEN, L.; DINIS, M. T.; PANSERAT, S.; ENGROLA, S.
High-glucose feeding of Gilthead seabream (Sparus aurata) larvae: effects on molecular
and metabolic pathways. Aquaculture, v. 451, p. 241-253, Jan., 2016.

SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J.; MADRID, J. A.; ZAMORA, S.; IIGO, M.; TABATA, M.
Demand-feeding and locomotor circadian rhythms in the goldfish, Carassius auratus, dual
and independent phasing. Physiol. Behav., v. 60, n. 2, p. 665-674, Aug., 1996.

SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J., ZAMORA, S., MADRID, J. A. Light-dark and food
restriction cycles in European sea bass effect of conflicting zeitgebers on demand feeding
rhythms. Physiol. Behav., v. 58, n. 4, p. 705-714, Oct., 1995.



77

SANG-MIN, L.; KIOUNG-DUCK, K.; SANTOSH, P. L. Utilization of glucose, maltose,
dextrine and cellulose by juvenile flounder (Paralichthys olivaceus). Aquaculture, v. 221,
n. 1-4, p. 427-438, May, 2003.

SIMOES, L. N.; LOMBARDI, D. C.; GOMIDE, A. T. M.; GOMES, L. C. Efficacy of clove
oil as anesthetic in handling and transportation of Nile tilapia, Oreochromis niloticus
(Actinopterygii: Cichlidae) juveniles. Zoologia, v. 28, n. 3, p.285-290, June, 2011.

STEPHAN, F. K. The “other” circadian system: food as zeitgeber. J. Biol. Rhythms., v. 17,
n. 4, p. 284-292, Aug., 2002.

TOGUYENI, A.; FAUCONNEAU, B.; BOUJARD, T.; FOSTIER, A.; KUHN, E. R.; MOL,
K. A.; BAROILLER, J. Feeding behaviour and food utilisation in tilapia, Oreochromis
Niloticus: effect of sex ratio and relationship with the endocrine status. Physiol. Behav., v.
62,n. 2, p. 273-279, Aug., 1997.

VERA, L. M., CAIRNS, L., SANCHEZ-VAZQUEZ, F. J., MIGAUD, H. Circadian
rhythms of locomotor activity in the Nile tilapia Oreochromis niloticus. Chronobiol. Int.,
v. 26, 1. 4, p. 666-681, May, 2009.

WALTER, H. E. Methods of enzymatic analysis, vol. V. In. BERGMEYER, H. U. (ed)
Proteinases: methods with haemoglobin, casein and azocoll as substrates. Verlag Chemie,
Weinheim, 1984, p. 270-277.

XIA, B.; GAO, Q. F.; WANG, J.; LI, P.; ZHANG, L.; ZHANG, Z. Effects of dietary
carbohydrate level on growth, biochemical composition and glucose metabolism of juvenile
sea cucumber Apostichopus japonicus (Selenka). Aquaculture, v. 448, p. 63-70, Nov.,
2015.

ZHAO, H. X.; CAO, J. M,; LIU, X. H.; ZHU, X.; CHEN, S. C.; LAN, H. B.; WANG, A. L.
Effect of supplemental dietary zinc sources on the growth and carbohydrate utilization of
tilapia Smith 1840, Oreochromis niloticus % Oreochromis aureus. Aquacult. Nutr., v. 17,
n. 1, p. 64-72, Feb., 2011.



78

CAPITULO 2

Ritmos diarios nas respostas imunes de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus)
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RESUMO

Os peixes exibem um padrao ritmico dos seus processos fisiologicos e
comportamentais. O estudo avaliou as variagdes didrias nas respostas imunologicas e
hematologicas de tilapia. Um total de 144 juvenis de tiladpia do Nilo (38.06+0.42g), foi
distribuido em 12 tanques (60L)/12 peixes por tanque. Os peixes foram mantidos em
condicdes controladas de temperatura (28°C) e de fotoperiodo (12:12LD) e foram
divididos em dois grupos. Um grupo foi vacinado contra S. agalactiae (T1) e outro
grupo recebeu solugzao salina como controle (T2). O experimento foi desenvolvido em
duas fases (fase 1: imunizagdo dos peixes; fase 2: desafio com bactéria). Todos os
resultados foram expressos como média + S.E.M. Foram submetidos a analise de
variancia one-way (ANOVA) e teste de Duncan, p<0,05. Para avaliar a presenca de
expressdo ritmicas dos genes e dos parametros imunologicos para um periodo definido
de 24 horas, foi realizada analise de Cosinor (El Temps, v. 275, Diez-Noguera,
Barcelona, Spain). A atividade de peroxidase demonstrou um ritmo didrio (Cosinor,
p<0,05), nos peixes do tratamento controle. Os niveis de IgM no soro dos peixes
vacinados, demonstrou um padrdo ritmico diario diurno, Cosinor (p<0,05) e diferenca
significativa entre os pontos de coleta (p<0,05). Os peixes do grupo controle (T2),
apresentaram expressdes ritmica génicas para as citocinas TGFB1, TNFa3 e IL12
(COSINOR, p<0,05), todos com a acrofase no periodo diurno. Nos peixes do grupo
controle, 0 VG e trombocitos demostraram variagdo ritmica (COSINOR, p<0,05), como
também o VG, o VCM e o CHCM demonstraram diferenga estatistica (p<0,05). Nos
peixes vacinados houve diferenca significativa para o VG, HCM e CHCM (p<0,05). Ha
evidéncias de variagdo didria das funcdes imunologicos e hematologica da tilapias,
sincronizadas com o ciclo claro-escuro do dia. Isso reflete a importancia da dimensao
temporal na gestdo do cultivo dessa espécie.

Palavras-chave: Expressdo génica, Rede imunologica ritmica, Reldgio enddégeno
Ritmos biologicos, Tilapia
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ABSTRACT

The fish exhibit a rhythmic pattern of their physiological, metabolic and behavioral
processes. The study evaluated the daily changes in immunological and hematological
responses of tilapia. A total of 144 juveniles of Nile tilapia (38.06 + 0.42g) were
distributed in 12 tanks (60)/12 fish per tank. The fish were kept under controlled
temperature (28 °© C) and photoperiod (12: 12LD) and were divided into two groups.
One group was vaccinated against S. agalactiae (T1) and another group received saline
as control (T2). The experiment was conducted in two phases (phase 1: Fish
immunization; Phase 2: challenge with bacteria). All results were expressed as mean +
S.E.M. They were submitted to one-way analysis of variance (ANOVA) and Duncan
test, P<0.05. To evaluate the presence of rhythmic expression of genes and
immunological parameters for a set period of 24 hours was performed Cosinor analysis
(Temps, v. 275, Diez-Noguera, Barcelona, Spain). Peroxidase activity showed a daily
rhythm (COSINOR, P<0.05) in the control treatment of fish. IgM levels in fish serum
vaccinated showed a diurnal daily rhythmic pattern, Cosinor (p<0.05) and significant
difference between the collection points (p<0.05). The fish in the control group (T2),
presented rhythmic gene expression for cytokines TGFB1, TNFa3 and IL12
(COSINOR, P<0.05), all with acrophase during the day. In fish the control group, GV
and thrombocytes demonstrated rhythmic variation (COSINOR, p<0.05), as well as GV,
MCV and MCHC showed statistical difference (p<0.05). In fish vaccinated significant
difference to the GV, MCH and MCHC (p<0.05). There is evidence of daily variation of
immunologic and hematologic functions of Tilapia, synchronized with the light-dark
cycle of the day. This reflects the importance of the temporal dimension in this species
cultivation management.

Keywords: Biological rhythms, Endogenous clock, Gene expression, Rhythmic
immune network, Tilapia Nile
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1 INTRODUCAO

As atividades do sistema imunologico se expressam de forma ritmica em varias
espécies de animais. Pesquisas atestam essa ritmicidade na atividade do sistema imune
inato de peixes como o European sea bass (Dicentrarchus labrax) ¢ o Gilthead
seabream (Sparus aurata) (ESTEBAN et al.,, 2006), nos padrdes oscilatorios de
leucocitos, da lisozima e da peroxidase em tilapia de Mocambique (Oreochromis
mossambicus) (BINURAMESH e MICHAEL, 2011). Apesar do carater endogeno
(ASCHOFF, 1960), parte dos ritmos bioldgicos ¢ influenciada pelo ciclo didrio claro-
escuro (BOEUF e BAIL, 1999). O fotoperiodo ¢ um dos principais controladores dos
organismos vivos e ¢ um importante sincronizador de ritmos biologicos em peixes
(LOPEZ-OLMEDA e SANCHEZ-VAZQUEZ, 2010).

Diversas varidveis imunologicas tém sido estudadas para o entendimento da
resposta imune dos peixes e, dentre elas, estdo: as peroxidases, enzimas relacionadas a
eliminagdo de bactérias (ABBAS et al., 2008), contidas nos granulos de células
fagociticas e liberadas apds a fagocitose (ESTEBAN et al., 2013); as citocinas,
polipeptideos que agem como moléculas sinalizadoras do sistema imunoldgico
(THOMPSON et al., 1994); o fator de necrose tumoral (TNFa), citocina que atua na
indugdo da inflamacdo e estimula varios aspectos imunologicos (SAVAN e SAKAIL
2004); a interleucina 1 (IL-1), mediadora da resposta ao patogeno, agindo na imunidade
natural ¢ na inflamagdo (ABBAS et al., 2008); a interleucina 12 (IL-12), aumenta a
secre¢do e a atividade do interferon gama (INF-y) pelas células NK e pelos linfocitos T
auxiliares (CD4+) e acentua a atividade citotoxica de células NK ativadas e linfocitos T
citotoxicos (CD8+) (MARIE et al., 2006); o fator de crescimento transformador beta 1
(TGF-B1), ja identificado em teleodsteos, tem fungdo em seu sistema imune (ZHAN et
al., 2015), e as imunoglobulinas (Ig), agentes mediadores da resposta humoral. Em
peixes, a IgM ¢ o principal anticorpo dessa resposta (BRADSHAW et al., 1971),
estando presente no plasma, no muco e na bile (WANG et al., 2016).

Os ritmos diarios de mediadores do sistema imune podem permitir que o
hospedeiro perceba e evite a acdo de ameagas microbianas de modo mais eficiente
(SCHEIERMANN et al., 2013). Entretanto, o bem-estar do peixe estd vinculado

também a outros elementos ritmicos, como as variaveis hematologicas. O conhecimento
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dessas variaveis sdo, também, essenciais ao diagnostico de doengas e a identificacdo do
estado fisioldgico, nutricional e de estresse de peixes de cultivo (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2003). De Pedro et al. (2005) demostraram variagoes diarias dos pardmetros
hematologicos e bioquimicos de tenca (Tinca tinca) e Tavares-Dias e Morais (2004)
revelaram aumento de leucocitos totais nos periodos de maior incidéncia de luz em
bagre tropical (Clarias lazera).

A interrup¢do no ritmo circadiano de vertebrados e invertebrados exerce
influéncia na resposta imune desses animais (DONGA et al., 2015). Assim, a ruptura
dos ritmos didrios pode deixar os peixes mais suscetiveis a doengas. A despeito da
aquicultura ser uma possibilidade para atender a demanda por proteina animal, essa
atividade ainda se depara com perdas por agdo de patogenos (KNOW e KANG, 2016;
MARTINEZ et al, 2016), o que torna a vacinagio uma importante estratégia na
prevencao de doencas em peixes de cultivo (TORANZO et al., 2009). Os parametros
que alteram os ritmos diarios das fungdes imunoldgicas e hematologicas tém implicacao
direta no estado de saude do peixe e devem ser levados em consideragdo em um
calendario de vacina, o que poderia influenciar seu efeito. Porém, existem poucos
estudos voltados as variacdes didrias das respostas imunologicas e hematologicas dos
peixes.

O presente estudo foi realizado para lancar luz sobre variacdes diarias nas
respostas imunes em peixes, usando tildpia como modelo experimental, uma espécie

importante na industria da aquicultura mundial.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e Instalacoes

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Nutrigdo e Comportamento
Alimentar de Organismos Aquaticos, da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB)/Brasil no municipio de Cruz da Almas/Bahia, na regido do Reconcavo da
Bahia, a uma altitude de 220 metros, tendo como coordenadas geograficas 12° 40° 12”
de latitude sul e 39° 06° 07 longitude oeste de Greenwich (BRASIL, 1992). Antes do

inicio do experimento, 0s animais passaram por um periodo de aclimatacdo de duas
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semanas. Um total de 144 juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com peso
inicial médio de 38.06+0.42¢g, foi distribuido aleatoriamente, em 12 tanques (60L),
perfazendo 12 peixes por tanque. Os peixes foram mantidos em condi¢des controladas
de temperatura (28°C) (Nice Automatic Thermostat, modelo 413-H, Korea) e de
fotoperiodo 12:12LD controlado por um timer (Loud Advanced Technology, modelo
TL-63A), com as luzes acesas as 6h. Por convengao, em estudos de ritmos circadianos,
quando as luzes s3o acesas, esse periodo ¢ denominado tempo Zeitgeber (sincronizador)
(ZT), correspondendo a ZT0; e quando as luzes sdo apagadas, esse periodo corresponde

a ZT12 (Figura 1).

Figura 10 - Representagdo dos horarios circadianos.

[ ———————— |
DT4T8T12T16T20T24
ZT2 ZT6 ZT10 ZT14 ZT18 ZT22

Zeifgeber fime (h)

A fonte luminosa foi por meio de lampadas fluorescentes, 40W, usadas com
intensidade de 475 Ix (Instrutherm LD300, Sao Paulo, Brasil) durante o dia ¢ 0 1x no
periodo da noite. As coletas realizadas na fase escura eram feitas com auxilio de luz
infravermelha. Todo o sistema foi isolado mantendo as boas praticas para o controle
sanitario, conforme legislacdo do Ministério da Saude (BRASIL, 2005). Os animais
foram alimentados diariamente, a 9h, com ragdo comercial (35% de proteina), em 2% da

biomassa.

2.2 Desenho Experimental

Apds a fase de adaptacdo, os peixes foram divididos em dois grupos
experimentais. Um grupo foi vacinado (T1) e outro grupo recebeu solucdo salina como
controle (T2). O experimento foi desenvolvido em duas fases (fase 1: preparacdo
imunoldgica dos peixes; fase 2: desafio com bactéria), conforme descricdo a seguir e na

Figura 11.
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Figura 11 - Desenho Esquematico.

Fase de adaptacio Ensaio experimental Desafio
(2 semanas) (30 dias) (15 dias)
DIA O DIA 30 DIA 45
Imunizacio Infeccdo Amostragem
dos peixes dos peixes

Fonte: Elaborada a partir de dados do delineamento da pesquisa

2.2.1 Fase 1: Imunizacdo

Esta fase se fez necessaria devido ao tempo para a completa resposta
imunolodgica dos peixes que pode levar até 30 dias (YI et al., 2014; NUR-NAZIFAH et
al., 2014) e também pela relacdo do tempo de exposicao a determinada condicdo de luz-
escuro com as repostas imunologicas (VALENZUELA et al., 2012). Assim, o grupo T1
(vacinados) recebeu 0,05mL da vacina por peixe, segundo recomendagdes do fabricante
(Aquavac®StrepSA, cepas inativadas de Streptococcus agalactiae). A dose foi aplicada
na regido intraperitoneal, entre as nadadeiras pélvicas, enquanto o grupo T2 (controle)
recebeu solugdo salina estéril. O procedimento foi feito durante 24 horas, em intervalos
de 4 horas, compreendendo seis pontos de vacinacdo e de aplicacdo da solucdo salina
(ZT2, ZT6, ZT10, ZT14, ZT18 e ZT22).

Cada tanque, de cada tratamento (vacina ou solucdo salina), representou um
ponto de aplicag@o, bem como coleta de amostras. Antes de cada tempo de vacinagao,
os peixes foram anestesiados com eugenol (6leo de cravo S0ul/L, Biodindmica)

(SIMOES et al., 2011). Apés 30 dias, deu-se por encerrada a fase 1 (periodo de
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imunizacdo), considerando os peixes aptos a receberem o desafio na fase 2. A

mortalidade nesta fase foi quantificada para simples comparacdo com a fase posterior.

2.2.2 Fase 2: Desafio (exposicao dos peixes a cepa de Streptococcus agalactiae)

Esta fase teve como objetivo avaliar o efeito da infeccdo pos-vacinacdo em
diferentes momentos de um ciclo de 24 horas . Para o desafio bacteriano, o inoculo foi
preparado utilizando uma cepa bacteriana de Streptococcus agalactiae, mantida no
Laboratério de Doencas Infecciosas do Hospital Universitario de Medicina Veterinaria
(UFRB), suspensa em 10mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubada a 37°C,
por 24 horas, sendo a concentracdo utilizada de 2,0x107 U.F.C/mL. A manipulagio da
cepa obedeceu as normas de biosseguranga para laboratorio nivel 2. Esta concentragdo
foi utilizada para estimular uma resposta imunologica sem que pudesse levar a uma
infeccdo generalizada e alta mortalidade nos peixes (BAILONE et al., 2010;
MARCUSSO et al., 2015; SILVA et al., 2009).

O desafio foi realizado nos mesmos horarios de vacinagdo da fase 1, com
intervalo de 4 horas, compreendendo seis pontos de desafio ZT2, ZT6, ZT10, ZT14,
ZT18 e ZT22. A mortalidade dos peixes foi quantificada diariamente, até o final desta
fase experimental de 15 dias, periodo considerado suficiente para haver uma completa
reacdo ao desafio (LI et al., 2015; HUANG et al., 2014). O manejo da alimentagdo foi o

mesmo nas duas fases do experimento.

2.3 Coleta de Amostras

Apo6s 30 dias da vacinagdo (fase 1) e 15 dias do desafio com Streprococcus
agalactiae (fase 2), todos os peixes foram submetidos a coleta de sangue para avaliagdo
dos parametros hematologicos e imunolégicos, bem como a coleta do rim cefalico para
avaliag@o da expressdo génica de citocinas responsaveis pela resposta imunologica.

Os animais foram capturados e anestesiados com eugenol (50uL/L, 6leo de cravo,

Biodindmica®), como mencionado em procedimento da etapa anterior. A coleta
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sanguinea foi feita dentro do periodo de 24 horas, em intervalos regulares de 4 horas,
compreendendo os mesmos 6 pontos de coleta das etapas experimentais. Para cada
animal, foram colhidas duas aliquotas de sangue por meio da pun¢do venocaudal. A
primeira de 1mL, com seringas estéreis contendo 10uL do anticoagulante EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético) 10%, para obtencdo de sangue total; e uma segunda aiquota
de 0,5mL, com seringas sem anticoagulantes, para obten¢ao do soro. Ambas aliquotas
foram transferidas para microtubos de polietileno de 1,5mL, e foram mantidas sob
refrigeracdo, sendo encaminhadas para o Laboratério de Patologia e Andlises Clinicas
do Hospital Veterinario (UFRB), onde foram processadas. Para a obteng@o do soro, as
aliquotas sanguineas coletadas sem anticoagulante foram centrifugadas a 400xg durante
10 minutos. O soro coletado foi armazenado em tubos estéreis em -20°C para analises
posteriores.

Apo6s a coleta de sangue, os peixes foram submetidos a coleta do rim cefélico,
correspondendo a seis pontos de coleta mencionados anteriormente. Apos eutanasia, por
seccdo medular, recolheu-se a cabeca de cada animal e, com auxilio de pinca cirargica,
na regido posterior desta, realizou-se a retirada da porcdo cranial (cefalica) do rim
(LOPEZ-OLMEDA et al., 2009a). As amostras de rim cefalico foram recolhidas em
tubos de eppendorf, conservadas em RNA/ater (Sigma Aldrich) e mantidas a -21° C, até

analises.

2.4 Analises Hematoldgicas

As analises foram realizadas no Laboratério Clinico Veterinario do Hospital
Veterinario da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB)/Brasil. A
contagem total de eritrocitos foi realizada na cdmara de Neubauer (x10%/uL™) apos
diluicdo de 1:200 em solucdo de Natt & Herrick, segundo Ishikawa et al. (2008). A
concentragdo de hemoglobina foi determinada de acordo com o método da
cianometahemoglobina (COLLIER, 1944). As leituras foram feitas em
espectrofotometro (Bioplus 2000) com comprimento de onda igual de 540nm. O volume
globular foi determinado pelo método de Goldenfarb (1971), em que 2/3 de
microcapilares foram preenchidos com as amostras sanguineas e depois centrifugados

(Spin1000) a 12.000xg por 5 minutos. Os indices hematimétricos, como volume
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corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados de acordo com o
preconizado por Wintrobe (1934).

A contagem total e diferencial das células sanguineas de defesa, leucocitos e
trombocitos, foi realizada segundo metodologia indireta, proposta por Hrubec ¢ Smith
(1998), por assegurar maior grau de confiabilidade quanto a diferenciagdo entre os
linfocitos e os trombocitos. Para tanto, foram confeccionadas extensdes sanguineas que
foram coradas com May-Grunwald-Giemsa (ROSENFELD, 1947). Em seguida, para
cada extensdo foram quantificadas 2000 células, entre eritrocitos, leucocitos e
trombocitos para obtencdo do numero total. Considerando o nimero total de células
contadas na camara de Neubauer, foi calculado o nimero total de leucdcitos e de
trombdcitos (PITOMBEIRA e MARTINS, 1966; ROSENFELD, 1947) e aplicaram-se

as formulas abaixo descritas:

Leucocitos (uL) = Numero de leucocitos X Numero de eritrocitos/ul

2000 eritrocitos na extensdo sanguinea

Trombocitos (uL) = Numero de trombdcitos X Numero de eritrocitos/ul.
2000 eritrécitos na extensao sanguinea

Foi determinada a concentracdo de proteina plasmatica total pela técnica da
refratometria (refratbmetro), na qual o microcapilar, apds centrifugacdo, foi quebrado, e

uma gota do plasma foi utilizada.

2.5 Analises Imunolégicas (Atividade da Peroxidase e IgM)

As andlises foram realizadas no Laboratério de Biologia Celular e Histologia de
la Uiversidad de Murcia (UM)/Espanha. A atividade da peroxidase no soro foi
mensurada de acordo com (QUADE e ROTH, 1997). Para isso, SuL de soro foi diluido
em 45uL de HBSS (solugdo salina balanceada de HANKS), sem Ca*? ou Mg em placa
de 96 pogos de fundo chato. Foram adicionados a esta mistura 100puL da solugdo TMB
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(tetrametilbenzidina 3,30,5,50-di-hidrocloreto) e SuLH>O». A reagdo de mudanga de cor
foi interrompida ap6s 2 minutos por adicdo de 50uL de acido sulfurico (2M) e a
densidade dtica (OD) foi lida a 450nm em leitor de placa. Amostra padrdo sem soro foi
usada como branco.

Os niveis IgM do soro total foram analisados por meio de ensaio
imunoenzimatico ELISA (CUESTA et al., 2004). Assim, 20pL de soro, diluido em
1:100 foram adicionados em placa de 96 pogos de fundo chato em triplicata. As
proteinas foram fixadas por incubagdo da placa a 4C° por toda a noite, com 200uL de
tampdo carbonato-bicarbonato (35mM NaHCO3 e 15 mM NaxCOs, pH 9.6). Apoés trés
lavagens com PBT (20 mMTris-HCI, 150 mMNacCl e 0.05 % Tween 20, em pH 7.3) as
placas foram bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente com tampao de bloqueio,
contendo 3% de albumina de soro bovino (Sigma, Spain) em PBT e seguida de trés
lavagens com PBT. As placas foram incubadas por 1 hora com 100pL/pogo do
anticorpo anti-IgM de tilapia (Aquatic Diagnostics Ltd., UK) (1:100 em tampao de
bloqueio), lavadas e incubadas como um anticorpo secundario anti-IgG de
camundongo-HRP (1:1000 em tampao de bloqueio, Sigma, Spain). Apds lavagens com
PBT, as placas foram reveladas usando 100uL de uma soluciao 0.42 mM de TMB em
solucdo tampao de 100mM de acido citrico/acetato de sodio (pH 5.4), contendo 0.01%
de H2O:. A reacio foi deixada prosseguir durante 10 minutos e foi parada pela adigao de
50uL de H2SO4(2M); as placas foram lidas a 450nm. Os controles negativos consistiam
em amostras sem soro ou sem anticorpo primario cujos valores de OD foram subtraidos

para cada valor de amostra.

2.6 Expressiao Génica

As andlises foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular del Centro
de Apoyo a la Investigacion y Desarrollo (CAID) de la Universidad de Murcia
(UM)/Espanha. As amostras de rim cefalico foram submetidas a extracdo do RNA, a
sintese de cDNA e a quantificagdo deste por meio da técnica de PCR em tempo real
(RT-PCR), para avaliacdo da expressdo génica do fator de necrose tumoral (TNF-a3),

do fator de crescimento transformador (TGFB1) e das interleucinas 1 beta (IL-1p) e 12
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(IL-12) nos diferentes horarios de coleta. Para isso, as amostras de tecido foram
homogeneizadas em Trizol®, em homogenizador (Polytron PT 1200® Kinematica
Switzerland). Para extracdo do RNA total, o tecido homogeneizado foi misturado com
cloroformio por centrifugacdo. O RNA foi precipitado da fase aquosa com isopropanol
por centrifugagdo. Sua concentragdo total foi determinada por Nanodrop (NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer), usando o ND-1000 v.3.5.2. software. O cDNA foi
sintetizado por Super Script III Transcriptase reversa (Invitrogen) e Oligo (dT) primer

(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante.

2.6.1 Primer e qPCR.

Para a execucdo do PCR em tempo real, PCR SYBR Green PCR Master Mix
(Aplieid Biosystms) foi usado o aparelho ABI Prism 7500 (Aplieid Biosystms). Este foi
programado para realizar ciclos de 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C
por 15 segundo e 60°C por 1 minuto. A amplificagdo foi realizada para uma reagdo com
volume total de 20pL, compreendendo cDNA, primers (forward/reverse) e qPCR
Master mix, de acordo como as instrugdes do fabricante. Todo o qPCR foi processado
em duplicata para cada amostra de cDNA. Para cada amostra de cDNA de tilapia foi
incluido primer como um controle interno para normalizar a variagdo na quantidade de
cDNA. A expressao relativa dos genes IL1f3, IL12, TNFa3 eTGF1p foi calculada por
método CT com eficiéncia correlagdo, usando o fator de elongacdo 1 (EF1) como gene
referéncia. Os primers dos oligonucleotideos usados para amplificagdo dos genes estdo

sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Primers utilizados na analise quantitativa de qPCR.

GENE SEQUENCIA 5’— 3’ (Forward/Reverse) REFERENCIA

Fw -TCCCTGCCAACTTGCTAT
TGFp1 Zhan et al., 2015
Rv - GAGATGACTTTGGGCTTGT

Fw3 - GCTGGAGGCCAATAAAATCA
TNFa3 Chen et al., 2016
Rv3 - CTCTGAGTAGCGCCAGATCC

Fw — GCAAAAGGCGGAAGATACTG .
IL12 Primer3Plus

Rv - TGAGCGCTGACAAATGCTAC

Fw - TGGGCATCAAAGGCACAAAC )
IL1B Primer3Plus
Rv - AATCGCACCATGTCGCTTTC

Fw - GCACGCTCTGCTGGCCTTT .
EFla Primer3Plus
Rv - GCGCTCAATCTTCCATCCC

Seguéncia génica dos primer 5°—3’ (Fw=forward, Rv=reverse) do TGFB1 (fator de crescimento
transformador beta 1), TNFa3 (fator de necrose tumoral alfa 3), ILI1P (interleucina 1 beta), IL12
(interleucina 12) e EF la (fator de elongagéo 1 alfa)

2.7 Analises Estatisticas

Todos os resultados foram expressos como média + S.E.M. Foram submetidos a
analise de variancia one-way (ANOVA) e teste de Duncan, p<0,05, usando o programa
SPSS 19 (SPSS Inc., USA). Para avaliar a presenga de expressdo ritmica dos genes e
dos pardmetros imunoldgicos para um periodo definido de 24 horas, foi realizada
analise de Cosinor (E/ Temps, v. 275, Diez-Noguera, University of Barcelona, Spain)
segundo procedimento descrito por (LOPEZ-OLMEDA e SANCHEZ-VAZQUEZ,
2009; LOPEZ-OLMEDA et al., 2009a; LOPEZ-OLMEDA et al., 2010). A analise foi
feita para avaliar se a expressdo circadiana dos genes, da atividade de perixidase e dos
niveis de IgM se ajustavam a fun¢do Cosinor (Y=M+A * [Cos (Qt+®d)]), em que M € o
mesor, A ¢ a amplitude, Q ¢ a frequéncia angular (360°/24h para ritmos circadiano) e @

¢ a acrofase. Os niveis de significancia estatistica foram considerados para p<0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Mortalidade

Os resultados estdo apresentados na figura 12ABCD.

Figura 12ABCD - Mortalidade dos peixes no periodo experimental antes da exposi¢do
(A-vacina, C-controle) e ap6s a exposicao a bactéria (B-vacina, D-

controle).
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Fonte: Elaborada a partir de dados originados da pesquisa. As barras brancas e pretas acima de cada
grafico representam o periodo de luz e o periodo de escuriddo, respectivamente. Fig. AB (n=63), Fig. CD
(n=56).

Na fase 1, previamente ao desafio (A e C), os animais do tratamento controle (C)
(T2) tiveram um valor absoluto de mortalidade em ZT6. Ja& o grupo vacinado (A),
apresentou mortalidade absoluta em ZT10. Esta mortalidade foi considerada normal,

ndo havendo indicio de doengas. Apds o desafio (B e D) nos diferentes horarios (fase 2)
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foi observado um padrao parecido de mortalidade semelhante para o grupo controle (D)
em ZT6. Para o grupo vacinado (T1) este padrdo ndo foi observado (B), apos o desafio.
Estes resultados podem ser considerados como uma resposta ritmica didria a
infeccdo e um efeito constante da vacina sobre a mortalidade. Uma variagdo diaria da
mortalidade foi observada em truta arco-iris (MCLEAY et al., 1979), atribuida a um
ritmo circadiano sobre a tolerancia a um agente toxico (zinco). Valenzuela et al. (2012)
observaram uma maior mortalidade relacionada a periodos com mais luz em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss). Fortes-Silva et al. (2016), ao estudarem o ritmo didrio de
bactérias intestinais moduladas por sinais ambientais (ciclo claro-escuro), concluiram
que ¢ possivel a existéncia de uma janela circadiana que favorece as infeccdes e
mortalidade em tambaquis (Colossoma macropomum), quando a homeostase nao ¢

mantida.

3.2 Variaveis Imunolégicas

A atividade de peroxidase demonstrou um ritmo diario (p = 0,048), com acrofase

no periodo noturno (® 21:34 + 05:40 ZT) para o tratamento controle, sem vacinagdo

(Figura 13 e Figura 14CD).

Figura 13 - Mapa de fase das variaveis IL-12, TNFa3, TGFp1, peroxidase, I[gM, VG e

y .
trombocitos.
T
® Controle

L1z B Yacina
TNFal -

TGFp1 -

IeM O
Peroxidase — -

VG —e—i
Trombécitos

Zeitgeber time (h)

Fonte: Elaborada a partir de dados originados do qPCR, ELISA, eritrograma e leucograma da tilapia. A
acrofase ¢ indicada por simbolos de acordo com o grupo experimental: quadrado brancos, grupo vacina e
circulos pretos, grupo controle. Os limites de confianga (95%) séo indicados pelas barras laterais. O nome
de cada fator analisado estd indicado no lado esquerdo do grafico. As barras brancas e pretas acima e
abaixo do grafico representam o periodo de luz e o periodo escuro, respectivamente.
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Figura 14 ABCD - Valores dos niveis de IgM em peixes vacinados (A) e controle (B) e
da atividade de peroxidase em peixes vacinados (C) e controle (D).
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Fonte: Elaborada a partir dos dados originados da pesquisa. As barras brancas e pretas acima de cada
grafico representam o periodo de luz e o periodo escuro, respectivamente. A linha sinusoidal representa o
ajustamento para um ritmo calculada pela analise de Cosinor sempre que esta analise foi estatisticamente
significativa (p<0,05). Letras diferentes indicam diferenca significativa identificada pelo teste de post hoc
de Duncan (one-way ANOVA, p<0,05).

A acrofase (®) ¢ a hora do dia em que aparece o maximo valor do ritmo
(LOPEZ-OLMEDA et al., 2009a). Ao se analisar os peixes vacinados, ndo foi
observado ritmo diario (p>0,05) para esta variavel pela analise do Cosinor. Nao houve
diferenca significativa (p>0,05) nos diferentes horarios de coleta de sangue nos dois
tratamentos. Os poucos resultados disponiveis acerca da influéncia do fotoperiodo sobre
os niveis séricos de peroxidase sugerem que sua secre¢do depende das espécies de
peixes (ESTEBAN et al., 2013). Os resultados mostraram que a peroxidase variou no
grupo controle, durante as fases do dia, diminuindo com a luz e aumentando na fase
escura. Isso pode ser o reflexo da sincronizagdo com os niveis de melatonina, que ¢
produzida em maior quantidade na fase noturna (FALCON, 2007). Esteban et al. (2006)
demonstraram um claro ritmo didrio da peroxidase com maior atividade as 8 horas
(horario em que a luz era ligada), para Gilthead seabream (Sparus aurata). Para os
autores, tal comportamento na atividade da peroxidase, nessa espécie, foi influenciado

pelos niveis de melatonina. Enquanto, para o European sea bass (Dicentrarchus labrax)
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ndo foi observado um padrdo claro. Binuramesh e Michael (2011) em estudo com tilapia
de Mogambique (Oreochromis mossambicus), também descreveram a atividade ritmica
noturna da peroxidase relacionando este ritmo aos niveis de corticosteroides.

As principais diferengas na resposta imune humoral dos peixes em relagdo aos
mamiferos s3o encontradas nos componentes de adaptacdo conhecidos como
imunoglobulinas (Ig) (ESTEBAN et al., 2013). Os peixes do tratamento controle “sem
vacina” ndo apresentaram ritmo diario (p>0,05) nos niveis de IgM do soro, ndo sendo
também observada diferenca significativa (p>0,05) nos diferentes horarios de coleta de
sangue (Figura 14B). Entretanto, quando se analisaram os niveis de IgM no soro dos
peixes vacinados, pode-se observar um padrdo de ritmo didrio (p=0,004) para esta
variavel com uma acrofase em 01:26 £ 02:58, no inicio da fase de luz, quando comeca a
reduzir os niveis, voltando a subir na fase escura do dia. Foi registrado também
diferenga significativa entre os pontos de coleta (p<0,05). Os resultados mostram
também um aumento progressivo da IgM na fase escura, com maior valor no ZT22
(Figura 14A).

Em mamiferos, ¢ reconhecido o efeito do fotoperiodo sobre o sistema
imunoldgico, sendo demonstrada a acdo que este exerce sobre a resposta adaptativa
(KAPLAN et al., 2008; BILBO et al., 2003; SILVER et al., 2011). Portanto, a resposta
imunitaria em peixes parece ser alterada em ciclos anuais e diarios (ESTEBAN et al.,
2013). Tem sido sugerida uma relagdo entre niveis de melatonina para desempenhar um
papel imunomodulador (BILBO et al., 2003; ESTEBAN et al., 2006). E possivel que os
resultados de IgM encontrados nesse estudo tenham uma relagdo de sincronizagdo com
os niveis de melatonina expressos nos diversos momentos do ciclo do dia. A resposta do
IgM perante o processo de vacinagdo ¢ uma resposta especifica e a peroxidase é uma

resposta inata.

3.2 Expressao Génica

Os resultados podem ser vistos nas figuras 15SABCD e 16ABCD. Os peixes do

grupo controle (T2) apresentaram as seguintes expressdes génicas: TGFB1(® = 09:03 +
4:18 ZT), TNFa3 (® = 8:33 + 04:33 ZT) ¢ IL12 (® 8:14 + 4:04 ZT), todos com a
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acrofase claramente no periodo diurno, exceto para o gene IL1f (Figuras 13, 15ABCDe
16ABCD). Ja para o grupo vacinado, ndo foi observado ritmo didrio pela analise
Cosinor (p>0,05). Provavelmente isso se explique devido a um efeito da vacina
produzindo respostas mais constantes dos parametros avaliados, implicando em menor
variac¢do das respostas a infec¢do. Por outro lado, a ritmicidade da expressdo dos genes
para o grupo controle, provavelmente foi devida a resposta espontanea e natural dos
peixes. A ativacdo de TGF-B1 promove a indugdo da transcricdo de Bmall, um ativador
transcricional da rede de autorregulagdo do relégio molecular, com um efeito de ritmo

circadiano (DONG et al., 2016).

Figura 15 ABCD - Valores de expressao relativa de genes IL13 e IL12 na tilapia no
tratamento vacina (A, C) e controle (B, D), respectivamente.
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Fonte: Elaborada a partir dos dados originados da pesquisa.

As barras brancas e pretas acima de cada grafico representam o periodo de luz e o periodo escuro,
respectivamente. A linha sinusoidal representa o ajustamento para um ritmo calculado pela andlise de
Cosinor sempre que esta analise foi estatisticamente significativa (p<0,05). Letras diferentes indicam
diferenga significativa identificado pelo teste de post hoc de Duncan (one-way ANOVA, p<0,05).
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Figura 16 ABCD - Valores de expressao relativa de genes TNFa3 e TGFB1 na tilapia no
tratamento vacina (A, C) e controle (B, D), respectivamente.
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Fonte: Elaborada a partir dos dados originados da pesquisa.

As barras brancas e pretas acima de cada grafico representam o periodo de luz e o periodo escuro,
respectivamente. A linha sinusoidal representa o ajustamento para um ritmo calculado pela analise de
Cosinor sempre que esta analise foi estatisticamente significativa (p<0,05). Letras diferentes indicam
diferenga significativa identificado pelo teste de post hoc de Duncan (one-way ANOVA, P<0,05).

Os resultados revelaram uma acrofase para IL12 (T2) durante a fase de luz, com
pico da expressao relativa de IL1f e IL12 também para a fase de luz (Figura 15AC).

Em geral, nos mamiferos, a melatonina induz niveis mais elevados da expressdo
de genes imuno-competentes como IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IFN-y, complexo de
histocompatibilidade principal de classe II, factor de necrose tumoral-alfa, fator
estimulador de col6nias de macrofagos, fator de crescimento transformador-beta
(GUERRERO e REITER, 2002). Contudo, em peixes parece existir uma maior
variabilidade destes parametros considerados espécie-especifico (ESTEBAN et al.,
2013). E possivel que esta plasticidade se deva a uma resposta inata a alta variabilidade
da condicdo aquatica, se comparado a animais terrestres, como temperatura e
luminosidade. Por outro lado, o meio aquatico é considerado de facil disseminacdo de
doencas (KARVONEN et al.,, 2010), o que poderia explicar a maior variagdo e

adaptacao dos peixes as adversidades.
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A resposta imune inata nos animais era considerada como constante, isenta de
variagcOes sazonais (ELLIS, 2001). Entretanto, estudos tém mostrado uma forte
influéncia da sozonalidade sobre tais respostas em variadas condi¢des ambientais
(MORGAN et al., 2008; VALERO et al. 2014). Em Gilthead seabream e em European
sea bass foi possivel observar uma ritmicidade circadiana para varidveis imunes, como
peroxidase, complemento e lisozima (ESTEBAN et al., 2006). Contudo, segundo
Esteban et al. (2013), mais estudos sdo necessarios para esclarecer o papel da regulacdo

da expressdo dos genes pela acdo da melatonina em peixes.

3.3 Variaveis Hematologicas

Os resultados mostraram que o percentual do volume globular sofreu variacdo
significativa no tempo para o grupo controle, apresentando os maiores valores em ZT6 e

ZT10 (p<0,05) (Figura 17AB).

Figura 17 AB - Valores médios de VG (A) e Trombocitos totais (B) no tratamento
controle nos diferentes horarios de coletas.
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Fonte: Elaborada a partir dos dados originados da pesquisa.

As barras brancas e pretas acima de cada grafico representam o periodo de luz e o periodo escuro,
respectivamente. A linha sinusoidal representa o ajustamento para um ritmo calculado pela andlise de
Cosinor, sempre que esta analise foi estatisticamente significativa (p<0,05). Letras diferentes indicam
diferenga significativa, identificada pelo teste de post hoc de Duncan (one-way ANOVA, p<0,05).
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O volume globular (VG) ¢ considerado um indicador dos efeitos de diversos
fatores ambientais aos quais os peixes estdo sujeitos (TAVARES-DIAS e FAUSTINO,
1998).

O VG apresentou ritmicidade circadiana pela analise Cosinor para o grupo
controle com acrofase em 13:16+01:30 ZT (Figura 13), entre o final da fase claro ¢ o
inicio da fase escura. O ritmo diario encontrado para o grupo controle poderia explicar,
em parte, um efeito estressor da infeccdo em animais ndo vacinados. Segundo os autores
Wang et al. (1994) e Pierson et al. (2004) o volume globular pode ter seu percentual
elevado em condi¢des de estresse. A variacdo desse pardmetro pode ser resultante do
aumento da atividade dos peixes. De Pedro et al. (2005), ao avaliarem os pardmetros
hematologicos de tenca (Tinca tinca) observaram um aumento no percentual do volume
globular em fun¢do da estacdo do ano, esse aumento foi registrado nas estagdes quentes
quando a atividade dos peixes era maior.

O VG no grupo vacinado ndo apresentou variacdo ritmica didria, mas
demonstrou diferenca significativa (p<0,05). Possivelmente, exista uma relagdo entre o
aumento do VG e o horario de maior atividade dos peixes. Segundo Gallaugher e Farrell
(1998), o aumento da atividade dos animais pode induzir maior liberagdo no numero de
eritrocitos pelo bago, resultan do no aumento do volume globular. Entretanto, o valor do
volume globular também pode ser influenciado pelo aumento no tamanho dessas células
(JENSEN, 1987; WANG et al., 1994).

Os animais do grupo controle também apresentaram aumento significativo
(p<0,05) nos valores de VCM ¢ CHCM, enquanto que os animais do grupo vacinado
apresentaram aumento significativo no CHCM (Tabela 2). Os resultados dos indices
hematimétricos podem explicar o aumento observado no percentual do volume globular
sem que tenha ocorrido, necessariamente, o aumento no nimero de eritrocitos, visto que
o aumento nos valores desses indices pode representar o aumento no tamanho dos
eritrocitos e na concentracdo de hemoglobina, respectivamente. Segundo Pierson et al
(2004) o aumento nos valores desses parametros vem sendo relatado como resultantes
de condicdes de estresse.

Os valores obtidos para trombdcitos ndo apresentaram diferenca estatistica em
um periodo de 24 horas em termos de valores absolutos (Figura 17B). Por outro lado,

foi detectado pela analise Cosinor um ritmo circadiano claro com acrofase em ZT 18:01
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+ 05:11 (Figuras 13 e 17B). Este resultado foi observado apenas para animais do grupo
controle. E possivel considerar estes resultados como uma resposta natural dos animais
ao desafio, j& que os valores obtidos para o grupo vacinado ndo apresentaram
ritmicidade. Em humanos, os ritmos diarios da producdo de células sanguineas estdo
mais explorados. Em conformidade com Haus (1996), o nimero de células sanguineas e
suas fungdes em circulagdo: expressdao da fagocitose, a resposta a mitdgenos ou pela
atividade de células NK, assim como a formagdo de células sanguineas na medula 6ssea

demonstram ritmos biologicos em varias frequéncias.

Tabela 2 - Médias +S.E.M. do eritrograma de tilapias do Nilo dos grupos controle ¢ vacinado
nos diferentes fotoperiodos.

Zeitgeber (time h)
Variaveis 712 7716 77110 77114 77118 77122 Valor F P valor
Controle
Hb' (g/dL) 5.228+0.431 6.470+0.001 4.817£0.925  5.480+0.224  4.730+0.750  5.278+0.435  0.605 p=0.698
VG? (%) 28.25043.198  36.000+0.001 39.667+4.055 22.600+1.249  20.500+4.500 19.600£1.661  8.068 p=0.001
RBC3}(x10%uL)  0.917+0.102 1.480+0.001 1.1434+0.158 1.408+0.096 1.37540.005 1.35240.138  2.452 p=0.085
PPT* (mg/dL) 3.850+0.419  4.000+0.001 3.400+0.115  3.800+0.261 3.600+£0.001  4.180+0.332  0.636 p=0.676
VCM? (fL/uL) 3.232+0.527  2.43240.001 3.509+0.220 1.630+0.137 1.49240.333 1.470+£0.082  9.490 p<0.001
HCMS® (pg/uL) 0.595+0.086  0.437+0.001 0.429+0.093  0.398+0.037  0.344+0.056  0.403+0.047  1.680 p=0.204
CHCM (g/dL)  18.849+1.312 17.972+£0.001  12.482+3.046 24.689+2.239 23.398+1.478 27.557+£3.167 3.831 p=0.021
Vacinados

Variaveis 712 7716 77110 77114 77118 77122 Valor F P valor
Hb! (g/dL) 4.980+0.274  5.103+0.655  3.980+0.500  5.810+0.879  5.480+0.001 6.307+0.163 1.930 p=0.157
VG? (%) 19.600+1.720  37.250+5.935 30.667+£2.603  20.333+1.453  33.000+0.001 24.333+0.667 4.458 p=0.014
RBC? (x10%/uL)  1.354+0.074 1.340+0.118 1.350+0.282 1.463+0.096 1.49040.001 1.253+0.174  0.223 p=0.946
PPT* (mg/dL) 3.480+0.215  4.300+0.173  4.267+0.240  3.667+0.333  4.000+0.001 3.667+0.240  2.196 p=0.118
VCM? (fL/uL) 1.443+0.085  2.849+0.573  2.524+0.655 1.407+0.156  2.215+0.001 2.038+0.355  2.181 p=0.120
HCMS (pg/uL) 0.369+0.016  0.377+0.015  0.316+0.059  0.393+0.033  0.368+0.001 0.522+0.068  2.988 p=0.052
CHCM (g/dL)  25.831+1.401  14.633+£2.315  12.946+0.894 29.24246.143  16.606+0.001 25.977+1.216  5.794 p=0.005

Fonte: Construida a partir dos dados originados do eritrograma das tilapias do Nilo. 'Hemoglobina; ?Volume
globular; 3Eritrocitos; “Proteina plasmatica total; *Volume corpuscular médio; ‘Hemoglobina corpuscular média;
"Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; Médias £S.E.M. ANOVA; Nivel de significAncia P<0,05.

Variagdes de alguns parametros sanguineos, didrias ou ndo, podem ser
explicadas por fatores relacionados a transcricdo e tradugdo da informagdo da

caracteristica analisada, levando a expressdo desta. Os modelos atuais do mecanismo de
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relogio circadiano molecular em células eucarioticas s@o baseados no feedback de
transcrigao-tradugdo (O'NEILL ¢ REDDY, 2011). Nos estudos de Chen et al. (2000), os
padroes de expressdo dos genes (PER1 e PER2) em células totais de medula dssea
exibiram dois picos ao longo de um periodo de 24 horas. De acordo com os autores,
esses resultados indicam que existe um sistema de reldégio na medula 6ssea. Embora as
variagdes circadianas da hematopoiese ja tenham sido bem documentadas em
mamiferos, os estudos em peixes carecem de elucidacio.

As varidveis que registraram um ritmo didrio, tiveram suas acrofases
relacionadas ao periodo noturno, evidenciando uma ligagdo com essa fase do periodo.
Estudos recentes t€ém demonstrado que alguns parametros imunes de peixes seguem um
ritmo circadiano e que estes sdo afetados pelo fotoperiodo e, provavelmente, por niveis
de melatonina (ESTEBAN et al., 2013). Por outro lado, o presente estudo mostrou que
os linfocitos imaturos tiveram o menor valor em ZT22, tanto para o grupo controle
quanto para animais vacinados. J4 os mondcitos também tiveram variagdes diarias com
uma predominancia dos maiores valores no periodo noturno (Tabela 3). Contudo,
ambos os parametros ndo apresentaram um ritmo diario apos andlise Cosinor. Estes
valores corroboram De Pedro et al. (2005) que também mostraram valores diarios
significativamente flutuantes dos leucoécitos totais e diferenciais em tenca (7inca tinca).
Da mesma forma, os tromboticos mostraram um ritmo didrio, com acrofase noturna.
Essas células desempenham um importante papel na homeostase, mas também exercem
um papel relevante nos mecanismos de defesa, atuando nos processos inflamatorios e na

atividade fagocitica (TAVARES-DIAS et al., 2000; MARTINS et al., 2001).
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Tabela 3 - Médias do Leucograma de tilapias do Nilo dos grupos controle e vacinado, em
diferentes fotoperiodos.

Zeitgeber (time h)
Pariametros ZT2 ZT6 ZT10 ZT14 ZT18 7ZT22 Valor F P valor
Controle
Tromb.!(x10°uL)  14.915+£2.148  34.659+0.001 26.406+16.015 32.763+0.888 18.988+0.001 18.651+6.317  2.025 p=0.153
LT? (x10°uL) 91.432410.581 160.020+£0.001 127.596+30.777 143.465+8.980 136.983+0.001 144.596+15.886 2.421 p=0.103
L£. (uL) 73.204+15234 135.685+0.001 90.902+41311 124.695+6976 75.273+0.001 120.811+7925 2.555 p=0.091
Lf.4 Imat. (uL) 5.686+797 14.748+0.001 11.442+837 5.576+1004 15.597+0.001  6.636+3697 1.930 p=0.176
Nt.5 (uL) 5.446+2905 4.424+0.001 9.680+8266 5.909+£1906  25.769+0.001  5.105+1547 2357 p=0.116
Mn.® (uL) 7.337+1241 2.950+0.001 13.684+957 7.851£1178  19.666+0.001  11.584+5019  1.445 p=0.283
Es.” (uL) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - -
Bs.? (uL) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - -
Parametros Vacinados
712 7716 77110 7T14 77118 77122 Valor p P valor
Tromb.! (x10°uL) 19.663+£3.110 43.367£11.990 27.070+£7.784  19669+9.035 13.121+0.001 25.533+£3.645  1.545 p=0.243
LT? (x10%uL) 136.602+7.643 134.251£11.899 136.118425.958 145.495+8.538 151.624+0.001 128.526+18.819 0.186 p=0.963
Linf.3 (uL) 11930346889 1146578895  94179+15920 11539045508 110.802+0.001 98555+14670  0.31 p=0.493
Lf4 Imat. (uL) 9638+1227 909442262 140634619 890942323  14.579+0.001 6665+690 1.134 p=0.391
Nf3 (uL) 1.542+124 1905+384 189518748  18740+10327 10.934+0.001  12436+2859 1.538 p=0.263
Mn.® (uL) 61371940 7638+2269 814544342 3373+1513  15.308+0.001  10333+1989 1.111  p=0.405
Es.” (uL) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - -
Bs.8(uL) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - -

Fonte: Construida a partir dos dados originados do leucograma da tilapia do Nilo. 'Trombécitos; *Leucdcitos
totais; >Linfécitos; “Linfocitos imaturos; *Neutrofilos; *Mondcitos; ’Eosinéfilos; $Baséfilos; Médias +S.E.M.
ANOVA, nivel de significancia p<0,05.

De forma geral, algumas varidveis apresentaram um ritmo definido, porém
outros permaneceram constantes, o que ¢ aceitavel quando se leva em consideracao a
complexidade do sistema imunoldgico e hematologico e o metabolismo de cada célula
de defesa. Muitas células do sistema imunolégico sdo dependentes de respostas
bioquimicas para seu funcionamento diario. Células nucleadas, por exemplo, precisam
de glicose para seu funcionamento. Neste caso, a disponibilidade de glicose também
poderia ser ritmica e influenciar diretamente o metabolismo celular, provocando ou nao
um efeito ritmico diario. As células vermelhas do sangue sdo dependentes da glicdlise
para a sintese de ATP, sendo ja observado dois ciclos de oscilacdo de ATP circadiano
em humanos (O’NEIL e REDDY, 2011), o que corrobora a ideia de que os ciclos

identificados sdo de origem metabolica. Quando a glicose foi administrada através de
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injecdo intraperitoneal em peixe-dourado (Carassius auratus), a cinética da glicose no
sangue variou de acordo com o horario das refeicoes ao longo do dia, com a
administracio MD mostrando concentragdes mais elevadas do que ML (LOPEZ-
OLMEDA et al., 2009b). Isto, de certa forma, mostra a complexidade do sistema

hematologico.
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4 CONCLUSAO

Tilapias do Nilo, submetidas a um fotoperiodo de 12:12LD, apresentaram expressao
ritmica diaria nas fun¢des do sistema imunologico que consistiram em variagdo da
expressdo génica, da peroxidase e de anticorpo, tanto entre os animais vacinados quanto
entre os animais do grupo controle. Essa variacdo foi sincronizada com o ciclo claro-
escuro do dia. Houve variagdo, também, nas funcdes do sistema hematoldgico, cujas
evidéncias foram marcadas pelas variacdes ritmicas de células de defesa. Essas
sincronizagdes destacam a dimensdo temporal como um aspecto a ser considerado na

gestdo do cultivo dessa espécie.
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5 CONSIDERACOES FINAIS GERAL

Considerando que as fungdes fisiologicas, metabdlicas ¢ comportamentais da
tilapia do Nilo operam de forma ritmica, sincronizadas com as fases do dia; que sdo
controladas por genes do relogio bioldgico e que as varidveis desses sistemas sdo
utilizadas como indicadores de crescimento ¢ de bem-estar dos peixes, estes resultados
devem ser levados em considerag@o na aquicultura de tilapia. Ampliar o conhecimento
dos efeitos especificos do gene reldgio é de extrema importancia nas respostas ritmicas
metabolicas e fisiologicas, bem como os estudos de adaptacdo para as diferentes
espécies de peixes e seus habitos podera fornecer um entendimento dos efeitos do
tempo de alimentacdo na gestdo de aquicultura.

Uma pesquisa mais aprofundada nesta area vai contribuir para a transposi¢ao de
descobertas em praticas de aquicultura mais eficientes, que auxiliardo no gerenciamento
de infecgdes e doencas, o que redundara em aumento da producao.

Ainda sdo raras as informagdes sobre a influéncia exercida pelo ciclo claro-
escuro nas respostas imunoldgicas, hematologicas e sobre a homeostase dos peixes,
principalmente quanto ao possivel desencadeamento de enfermidades. Dessa forma,
diante do constante e rapido crescimento da aquicultura e da intensificacdo dos sistemas
intensivos de produgdo, sdo necessarios estudos que abordem o efeito da dimensdo
temporal sobre o desenvolvimento dos peixes, avaliando horarios de alimentagdo ¢ a
vacinacdo dos mesmos nas diversas fases de cultivo. Recomendacdes praticas que
contemplem o ciclo claro-escuro podem representar uma abordagem que aprimore o

bem-estar dos peixes.
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