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RESUMO

Os aditivos alimentares sdo utilizados na producao animal para promover respostas benéficas
aos animais. VILIGEN™ (Alltech®, EUA) ¢ um novo aditivo alimentar desenvolvido com o
proposito de melhorar o crescimento e a saide intestinal, sendo composto por proteinato de
zinco, levedura hidrolisada e butirato de s6dio. As seguintes respostas a adi¢do crescente deste
aditivo foram avaliadas em juvenis de tilapia-do-nilo: desempenho zootécnico, morfologia
intestinal, respostas imunoldgicas, sobrevivéncia apds infecgdo bacteriana contra Streptococcus
agalactiae, bem como avaliacdo da comunidade microbiana intestinal e atividades das enzimas
digestivas. Para tanto, grupos de 28 peixes com peso médio inicial de 1,98 g foram distribuidos
aleatoriamente em 30 unidades experimentais (200 L), conectadas a um sistema de recirculagao.
Os grupos de peixes foram alimentados durante 60 dias com as respectivas dietas experimentais,
as quais continham niveis crescentes de inclusao de VILIGEN™ (0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg’
1), além de uma dieta controle, sem a adi¢io do aditivo alimentar. Todos os tratamentos
dietéticos foram testados em seis repetigdes. Os peixes alimentados com as dietas contendo
VILIGEN™ apresentaram maior ganho em peso, maior perimetro das dobras intestinais e maior
nimero de células caliciformes na regido proximal do intestino, sendo que o nivel de
suplementagdo ideal para essas variaveis foi estimado por meio de regressdo polinomial em
2,80, 3,30 e 3,50 g kg'!, respectivamente. A imunoglobulina total, apés o desafio bacteriano,
apresentou resposta linear decrescente aos niveis de inclusdo do aditivo alimentar. Nao houve
efeito do VILIGEN™ nas demais respostas imunoldgicas avaliadas (lisozima, titulo de
aglutinacdo e atividade antimicrobiana), bem como na sobrevivéncia, apés a infec¢ao
bacteriana. Os peixes alimentados com dietas contendo VILIGEN™ apresentaram maior
diversidade alfa de espécies bacterianas no intestino, enquanto os alimentados com as dietas
suplementadas com 0,60 e 4,80 g kg! apresentaram perfil de comunidade bacteriana intestinal
distinto em relagdo aos peixes do grupo controle. Os filos mais abundantes foram:
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Patescibacteria, Chloroflexi, Chlamydiae,
Firmicutes, Dependentiae, Planctomycetes. Ja os géneros mais abundantes foram Legionella,
Mycobacterium, Aurantimicrobium, Cetobacterium, Hyphomicrobium, Rhodobacter, Nordella,
Rombustia e Bacillus. Houve aumento na atividade da tripsina na por¢ao medial do intestino e
redugdo na atividade da lipase na por¢ao proximal do intestino em peixes alimentados com as
dietas suplementadas. A inclusdao de VILIGEN™ em dietas para tilapia-do-nilo melhorou os
parametros zootécnicos, alterou positivamente a morfologia intestinal, além de modular
positivamente a comunidade bacteriana intestinal, porém ndo houve resposta clara nas respostas
imunoldgicas e sobrevivéncia apos desafio bacteriano.

Palavras-chave: Aquicultura. Butirato de Sodio. Levedura hidrolisada. Proteinato de zinco.



ABSTRACT

Feed additives are used in animal production to promote a variety of beneficial responses to
animals. VILIGEN™ (Alltech®, USA) is a new feed additive developed with the purpose of
improving growth and gut health, including zinc proteinate, hydrolyzed yeast, and sodium
butyrate. The following responses to increasing addition of this additive were evaluated in Nile
tilapia juveniles: zootechnical performance, intestinal morphology, immune responses, survival
after bacterial infection against, as well as evaluation of the intestinal microbial community and
digestive enzyme activities. Thus, groups of 28 fish with an average initial weight 1.98 g were
randomly distributed into 30 experimental units (200 L), connected to a water recirculation
system. Fish groups were fed for 60 days with their respective experimental diets containing
increasing levels of inclusion of VILIGEN™ (0.60; 1.20; 2.40 and 4.80 g kg!), in addition to
a control diet, without the addition of the feed additive. All dietary treatments were tested in six
replicates. Fish fed diets containing VILIGEN™ showed the highest weight gains, the highest
perimeter of gut folds, and the highest number of goblet cells in the proximal intestine; the ideal
supplementation level for each of these variables were estimated using polynomial regression
and were at 2.80, 3.30, and 3.50 g kg'!, respectively. After the bacterial challenge, total
immunoglobulin showed a decreasing linear response as the supplementation of the additive
increased. There was no effect of VILIGEN™ on the remaining immune responses evaluated
(lysozyme, agglutination titer, and antimicrobial activity), as well as on the survival after
bacterial infection. Fish fed diets containing VILIGEN™ had the highest alpha diversity of
bacterial species in the gut, while fish fed diets containing 0.60 and 4.80 g kg! VILIGEN™
had a distinct intestinal bacterial community profile (beta diversity) if compared to fish in the
control group. The most abundant phyla were: Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria,
Patescibacteria, Chloroflexi, Chlamydiae, Firmicutes, Dependentiae, and Planctomycetes.
Legionella,  Mycobacterium,  Aurantimicrobium,  Ketobacterium,  Hyphomicrobium,
Rhodobacter, Nordella, Rombustia, and Bacillus were the most abundant genera. There was an
increase in trypsin activity in the midgut and a reduction in lipase activity in the proximal gut
in fish fed the diets supplemented with VILIGEN™. The inclusion of VILIGEN™ in Nile
tilapia diets improved growth, positively altered gut morphology, and positively modulated the
gut bacterial community, but there was no clear response of the feed additive on immune
responses nor in survival after bacterial challenge.

Keywords: Aquaculture. Hydrolyzed yeast. Sodium Butyrate. Zinc Proteinate.
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CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL

1.1 AQUICULTURA

Por defini¢do, aquicultura ¢ a criacdo de espécies que vivem ou tem parte da vida em
ambiente aquatico (FAO, 2014). Atualmente, ¢ uma atividade multidisciplinar, que envolve a
criacdo de diversos organismos aquaticos, como peixes, moluscos, crusticeos, algas,
microalgas e plantas, com o objetivo de incremento da producao por meio de manejo no
processo de criagao (OLIVEIRA, 2009).

A aquicultura apresentava valores produtivos irrisorios, em meados do século passado.
Entre as décadas de 50 e 70, o valor produtivo ndo ultrapassava 5,2% do total de pescados. No
entanto, com a estagnacao da pesca extrativista no final da década de 80 e a crescente demanda
de pescado para o consumo humano, a aquicultura comegou a ter maior participa¢do na
produtividade para atender a busca do pescado como alimento. No final da década de 80, a
producdo aquicola apresentava 9,6% de crescimento anual, chegando a 34% em 2001 e 35,2%
em 2002 e (EL-SAYED, 2006). Em numeros, a producao saltou de 10 milhdes de toneladas
anuais na década de 90, para mais de 80 milhdes de toneladas, em 2018 (FAO, 2020). Este
aumento produtivo na aquicultura refletiu positivamente no consumo de pescado pela
populagdo, que cresceu de 9,9 kg, na década de 60, para 20,5 kg per capita, em 2018 (FAO,
2020).

Em relagcdo a produtividade entre os paises, destaca-se a China, com mais de 49
milhdes de toneladas, representando um valor produtivo superior aos demais paises
combinados. Em seguida, aparecem ndia, Indonésia, Vietnam, Banglandesh, Egito, Noruega,
Chile, Mianmar e Tailandia. O Brasil, por sua vez, aparece na décima terceira posi¢do, com
pouco mais de 802 mil toneladas produzidas (FAO, 2020). Com relacdo as principais espécies
produzidas mundialmente, destacam-se a carpa-capim Ctenopharyngodon idellus, carpa-
prateada Hypophthalmichthys molitrix, tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus, carpa-comum
Cyprinus carpio e carpa-cabecuda Hypophthalmichthys nobilis (FAO, 2020). No Brasil, a
principal espécie € a tilapia-do-nilo, com pouco mais de 311 mil toneladas produzidas, o que
representa mais de 60% da producao total da aquicultura brasileira, seguida pelo tambaqui
Colossoma macropomum, com pouco mais de 19% do total produzido e o tambacu (Colossoma

macropomum X Piaractus mesopotamicus) e tambatinga (Colossoma macropomum x Piaractus

Brachypomus), com 7,9% (IBGE, 2019).
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1.2 TILAPIA

A tilapia € um peixe de dgua doce que pertence a familia Cichlidae, com 75 espécies
descritas (EL-SAYED, 2006). E uma espécie nativa da Africa que foi introduzida em varios
paises tropicais, subtropicais e temperados na década de 50, com o objetivo para producdo de
alimento para consumo humano, pesca, controle de plantas aquaticas e para fins de pesquisa
(PILAY, 1990), no entanto, ha registros de sua criagao desde 2000 a.C.

Em relagcdo a produtividade, o grupo das tilapias apresenta caracteristicas
extremamente favoraveis, tais como: rapido crescimento, tolerancia a uma ampla gama de
condi¢des ambientais, boa resisténcia ao estresse e doencgas, facil reprodugdo em sistemas de
criacdo ¢ em tempo curto, além de ser uma espécie com habito alimentar em baixos niveis
troficos e aceitagdo de alimentacdo inerte imediatamente apds a absor¢ao do saco vitelinico
(EL-SAYED, 2006). NH3

Historicamente, a producao de tilapia apresentava valores abaixo de 1% do total
produzido em 1970 (24.633 t) (EL-SAYED, 2006). Entre as décadas de 70 e 90, houve uma
expansdo de sua producdo, que atingiu o valor de 383.654 t, representando cerca de 2,28% do
total produzido pela aquicultura. Durante este periodo, o crescimento médio foi de 14,2% ao
ano (EL-SAYED, 2006). Dos anos 90 até o inicio dos anos 2000, a produgdo continuou
aumentando e atingiu o patamar de 1.505.804 t em 2002, o que representa 2,93% do total
produzido pela aquicultura, e o crescimento médio entre esse periodo foi de 12,2%. Os dados
mais atuais de producdo de tilapias mostram que este valor chegou a 4.525.400 toneladas em
2018, responsavel por 8,3% da producao aquicola total (FAO, 2020).

Dentre as espécies pertencente a este grupo, a Oreochromis niloticus, popularmente
conhecida como tilapia-do-nilo, ¢ a mais produzida, com mais de 80% do total de produgado
para este grupo (EL-SAYED, 2006; FAO, 2020). Outras espécies, como a tilapia-
mocambicana, Oreochromis mossambicus, tilapia-azul, Oreochromis aureus, Oreochromis
andersonii, Tilapia rendalli, Oreochromis macrochir também sao produzidas, mas em menor
escala (EL-SAYED, 2006). Os maiores produtores de tildpias mundialmente sdo a China, com
1.930.000 t, Indonésia, com 1.3500.000 t, Egito, com 900.000 t e o Brasil, com 486.000 t (FAO,
2020; PEIXE BR, 2021). No Brasil, o primeiro registro de producao de tilapia ocorreu em 1995,
com 12.014 t (EL-SAYED, 2006). No final de 2002, a producdo chegou a 42.003 t, tornando o
Brasil um dos principais paises produtores na América do Sul (EL-SAYED, 2006). Desde
entdo, a produgdo apresentou taxa média anual de crescimento em 13,33%, atingindo 486.000

t produzidas em 2020 (PEIXE BR, 2021).
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Virios fatores contribuiram para o aumento consideravel da producdo de tildpias no
Brasil, dentre eles, destaca-se a tolerancia a uma ampla gama de temperatura, que varia de 10°C
a42°C (ABDEL-GANHY et al., 2019; FAO, 2005). No entanto, seu conforto térmico fica entre
27°C e 30°C; quando fora desta faixa, ha prejuizos no consumo e crescimento (EL-SAYED,
2006). Além disso, tolera baixos niveis de oxigénio dissolvido na 4gua, 0,2 mg L', e pH entre
5 e 11, porém, entre 5 e 8 encontram-se os melhores resultados zootécnicos. A tecnologia de
producao bem estabelecida nas areas de nutri¢ao, reproducao, manejo produtivo e controle de
doencgas também deve ser destacado como importante para o expressivo resultado produtivo da

tilipia (VALLADAO et al., 2016).

1.3 INTENSIFICACAO E ENFERMIDADES NA PISCICULTURA

Com o objetivo de aumentar a producdo e atender a crescente demanda por pescado, a
aplicag¢do de novas tecnologias propiciou o crescimento de criagdes em sistemas intensivos de
producdo, aumentando assim a produtividade (MARTINS et al., 2004; TAKAHASHI, 2011).
Por outro lado, esta intensificacdo trouxe consequéncias negativas, como maior densidade de
estocagem, deterioracdo na qualidade da dgua, aumento da carga orgéanica do sistema e maior
manuseio dos peixes (BARTON, 2002). Tais fatores favorecem a ocorréncia de enfermidades
nos peixes € comprometem o sistema imunologico e, consequentemente, facilitam a ocorréncia
de patégenos (MARTINS et al., 2004).

Os microrganismos potencialmente patéogenos podem habitar normalmente a
superficie corporal, como branquias, escamas e drgaos internos, além da dgua, sem ocasionar
problemas aos peixes. O surgimento da enfermidade esta ligado ao aumento da susceptibilidade
do hospedeiro, que geralmente ocorre através das condi¢des de estresse ocasionadas no
ambiente de criagdo (MORAES; MARTINS, 2004; PAVANELLI et al., 2008). Os problemas
de enfermidades podem levar os peixes a morte e gerar um enorme prejuizo econdmico. Para
os peixes, os numeros podem chegar a U$ 9,58 bilhdes por ano (SHINN et al., 2015). Com
relacdo ao Brasil, estima-se que o prejuizo por enfermidades ¢ de aproximadamente U$ 85
milhdes ao ano (TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017), sendo importante salientar que os dados
sdo imprecisos, podendo o prejuizo ser ainda maior. Além disso, ¢ importante destacar a
interferéncia e prejuizo das enfermidades no desempenho produtivo e reprodutivo dos peixes
(TAVARES-DIAS; MARTINS, 2017).

Dentre as enfermidades, podemos destacar as bacterianas, que causam grandes

mortalidades nos sistemas de producao (PAVANELLI et al., 2008). As principais bactérias de
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ocorréncia na aquicultura brasielira sdo: Streptococcus spp, Aeromonas hydrophila e
Flavobacterium columnare, agentes da estreptococose, septicemia hemorragica e
columnariose, respectivamente (FIGUEIREDO et al., 2006; FIGUEIREDO; LEAL, 2008;
PILARSKI et al., 2008). Além destas, os peixes também podem ser acometidos por doengas
causadas por parasitos, fungos e virus, presentes no ambiente aquatico (AL-HARBI, 2016).
Portanto, sdo necessarias boas praticas produtivas a fim de evitar o surgimento de enfermidades,
além da utilizacdo de medidas seguras que ajudem na prevencao e tratamento na produgdo

aquicola, principalmente em sistemas intensivos.

1.4 INFECCOES CAUSADAS POR S. AGALACTIAE

As bactérias do género Streptococcus estdo entre as principais enfermidades em
criagdes de tilapia-do-nilo (EVANS et al., 2009). As bactérias deste género apresentam 1 pm
de didmetro, sdo formadoras de cadeias, anaerdbias facultativas, iméveis, além de serem cocos
Gram-positivas (ROBERTS, 2012). Dentre os estreptococos, a Streptococcus agalactiae €
responsdvel por grandes perdas na criagcdo de varias espécies no mundo inteiro,
independententemente do ambiente ser dulcicola ou marinho (AL-HARBI, 2016). Além de
peixes, esta bactéria também acomete répteis, anfibios, passaros e mamiferos.

A estreptococose relacionada ao S. agalactiae foi relatada em diversos paises, como
Arabia Saudita, Brasil, Canada, China, Colombia, Estados Unidos, Indonésia, Malasia,
Tailandia, dentre outros (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011; AL-HARBI, 2016; SALVADOR et
al., 2005; MIAN et al., 2009; YE, et al., 2011; Li et al., 2014; HERNANDEZ et al., 2009;
BARATO et al., 2015; LUSIASTUTI et al., 2014; MUSA et al., 2009; KAYANSAMRUAIJ et
al., 2014). Dentre as espécies acometidas, destacam-se, além da tilapia-do-nilo, a carpa
Notemigonus crusoleucas, a garoupa Epinephelus lancealatus, a perca Scortum barcoo e o
camarao-branco-do-pacifico Litopenaeus vannamei (SALVADOR et al., 2005; LIU et al.,
2014; HASSON et al., 2009; ROBINSON; MEYER, 1966).

S. agalactiae pode ser subdividida em nove sorotipos, diferenciando-se na composi¢ao
do polissacarideo capsular. No Brasil, encontram-se dois sorotipos, I e III, sendo que o sorotipo
I possui uma subdivisdo em a e b e os dois estdo presentes em fazendas aquicolas nacionais.
Primeiramente, acreditava-se que somente tilapias acima de 150 g eram sensiveis a esta
bactéria. No entanto, atualmente, sabe-se que ocorrem surtos em juvenis, com peso em torno
de 50 g. Além disso, acreditava-se que a doencga estava relacionada a elevadas temperatura da

agua, em torno de 30°C, mas hoje ¢ sabido que a doenca ocorre também em temperaturas mais
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baixas, por volta de 24°C. No entanto, ¢ importante salientar que as infecg¢des por S. agalactiae
sd0 mais graves em temperaturas elevadas.

Os principais sinais clinicos de infec¢des causadas por S. agalactiae sdo septicemia,
exoftalmia, opacidade nas corneas, natagao erratica, aumento de volume visceral, hemorragia
nos 6rgaos internos ¢ melanose (CHEN et al., LI et al., 2014). A infec¢do ocorre rapidamente,
provocando altos indices de mortalidades nos sistemas produtivos (FIGUEIREDO et al., 2006).
Além disso, apresenta potencial zoonoético, prejudicando a seguranga alimentar do pescado.

Dentre as espécies suscetiveis a infecgdo por S. agalactiae, a tildpia ¢ uma das mais
afetadas. Diversos surtos foram relatados, em diferentes paises (AL-HARBI, 2016), sendo que
sua alta patogenicidade estd ligada a capacidade da bactéria superar a barreira hemato-
encefalica do hospedeiro, ocasionando meningoencefalite (PEREIRA et al., 2010). A via
horizontal ¢ a principal via de transmissao, podendo ocorrer entre peixe infectado, alimento
contaminado, bem como pela propria agua do sistema de criacdo (LIM; WEBSTER, 2006).

Para minimizar, evitar ou controlar a estreptococose em sistemas de criagdo, faz-se o
uso de antibioticos, administrados via racdo. Porém, um dos sinais clinicos iniciais desta
enfermidade ¢ a perda de apetite, o que diminui a eficiéncia do tratamento, principalmente
quando diagnosticada tardiamente (KUBITZA, 2001). A vacinagdo ¢ outra maneira de evitar a
infeccdo por S. agalactiae; no entanto, apresenta custos elevados, sendo apenas indicada para
peixes acima de 15 g (PRIDGEON; KLESIUS, 2013). Ainda, a vacina protege especificamente
contra um unico sorotipo, sendo assim, a doenca pode ocorrer se os peixes vacinados forem
expostos a outro sorotipo. Portanto, o uso profilatico de aditivos que imunomodulam
positivamente o sistema imunologico pode ser uma alternativa ambientalmente vidvel ao uso
de antibioticos, considerando sua facil incorporagdo em ragdes para 0s peixes.

1.5  ADITIVOS ALIMENTARES

Aditivos alimentares ou dietéticos podem ser definidos como ingredientes nao
nutritivos ou componentes nao nutritivos de ingredientes que, quando adicionados em
formulagdes de dietas, exercem influéncia sobre suas propriedades fisicas ou quimicas,
afetando o desempenho ou qualidade dos produtos resultantes da aquicultura (BARROWS,
2000, NRC 2011). No Brasil, a legislacao que regulamenta a utilizagdo de aditivos alimentares
na alimentacao animal os define como substancia, microrganismo ou produto formulado que ¢
adicionado intencionalmente a dietas ndo como ingrediente, que pode ter valor nutritivo ou ndo,
com o intuito de melhorar as caracteristicas dos produtos utilizados na alimentag¢ao animal, dos

produtos animais, que melhore o desempenho produtivo e atenda as necessidades nutricionais
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(MAPA, 2015). Ainda, podem ser definidos como: 1) aditivos tecnoldgicos, com finalidade
tecnologica; 2) sensoriais, para melhorar ou modificar propriedades organolépticas ou
caracteristicas visuais do produto de origem animal; 3) nutricionais, para manter ou melhorar
as caracteristicas nutricionais e 4) zootécnicos, para melhorar o desempenho produtivo dos
animais (MAPA, 2004).

Os aditivos alimentares apresentam uma diversificada natureza quimica e seu uso em
formulacgdes comerciais para espécies aquicolas € bastante variado. O uso desses compostos em
dietas tanto pode objetivar a manutencdo de caracteristicas fisicas e quimicas adequadas da
dieta (aglutinantes e conservantes) (NRC, 2011) bem como afetar positivamente o desempenho
dos peixes ou a qualidade do produto (probioticos, prebioticos/imunoestimulantes, sais ou
acidos organicos, extratos derivados de plantas ou animais) (DAWOOD et al., 2015b; NG;
KOH, 2017), dentre outras fungoes.

A seguir, sera apresentado um resumo da influéncia dos compostos butirato de sddio,
levedura hidrolisada desidratada e o proteinato de zinco sobre a nutrigdo e saude de espécies
aquicolas. Tais compostos estdo presentes no aditivo alimentar VILIGEN™, avaliado neste

trabalho.

1.5.1 Acidos e sais organicos na aquicultura

Os 4cidos organicos sd0 compostos organicos que apresentam um ou mais grupos
carboxila (NG; KOH, 2017), com uma estrutura molecular geral de R-COOH, em que R
representa o grupo funcional monovalente. Os acidos organicos também podem ser chamados
de 4cidos graxos de cadeia curta, acidos graxos volateis ou acidos carboxilicos fracos. Quando
os acidos organicos estdo ligados a um sal, sdo denominados sais de acidos organicos,
garantindo maior estabilidade e facilidade de manuseio (NG; KOH, 2017).

A forma de obtengdo destas moléculas pode ser 1) natural, através da fermentagao de
microorganismos, 2) sintese quimica ou 3) oxidagdo de acidos graxos de cadeia longa
(THOMAS et al., 2013; PANDEY et al., 2008). Na microbiota intestinal, através da
fermentagdo natural de bactérias, ocorre a formacdo de diferentes acidos organicos, sendo os
principais o acido propidnico e o butirico (THOMAS et al., 2013; PANDEY et al., 2008). Sao
encontrados em maiores concentragdes na regiao distal do intestino (CLEMENTS et al., 1994),
sendo utilizados principalmente como fonte de energia para o hospedeiro (SMITH et al., 1996;
MOUNTFORT et al., 2002; GERMAN 2009). O habito alimentar e o habitat sdo fatores que

influenciam a concentracao de acidos organicos no intestino de peixes. Como exemplo, peixes
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herbivoros marinhos apresentam maiores concentracdes de acidos organicos no intestino que
os herbivoros de dgua doce, porém peixes carnivoros apresentam maiores concentracdes de
acidos organicos que peixes herbivoros e onivoros (SMITH et al., 1996; CLEMENTS et al.,
2014).

Os acidos organicos sdo considerados como acidificantes e sdo uma alternativa ao uso
de antibidticos como promotores de crescimento na aquicultura (LUCKSTADT, 2008).
Tradicionalmente, os acidos organicos sao utilizados como conservantes no armazenamento de
alimentos e ingredientes a fim de prevenir a deterioragao do produto por fungos e microbios
(RICKE 2003). Além disso, alguns acidos organicos apresentam efeitos antibacterianos contra
patogenos de origem alimentar, como Escherichia coli e Salmonella spp. (CHERRINGTON et
al., 1991; VAN IMMERSEEL et al., 2003; SKRIVANOVA et al., 2006).

O relato do uso de sais ou 4cidos organicos na aquicultura iniciou na década de 80
(RUNGRUANGSAK; UTNE, 1981), em estudo que avaliou o efeito dos acidos formico ou
sulfurico em dietas para a truta-arco-iris Salmo gairdneri sobre o crescimento e atividade de
proteases digestivas. Mais tarde, Fauconneau (1988) avaliou a possibilidade de substitui¢ao de
proteina por acido citrico em truta-arco-iris. Na década de 90, houve um aumento nos estudos
envolvendo 4cidos organicos, destacando-se o desenvolvido por RINGO (1991), avaliando o
lactato e propionato em dietas para truta-do-artico Salvelinus alpinus e, posteriormente,
avaliando o formato e acetato para a mesma espécie (RING@, 1992; RINGO, 1991; RINGO;
OLSEN; CASTELL, 1994). Posteriormente, Vielma e Lall (1997) avaliaram a inclusdao do
acido formico em dietas sobre a digestibilidade de minerais para a truta-arco-iris Oncorhynchus
mykiss. Desde entdo, houve um aumento consideravel em estudos envolvendo a utilizacao de

acidos organicos em dietas, principalmente a partir dos anos 2000 (NG; KOH, 2017).

1.5.2 Mecanismo de a¢do dos acidos organicos

1.5.2.1 Efeito sobre a dieta

As racdes, por serem ricas em nutrientes, apresentam caracteristicas altamente
favoraveis ao crescimento de fungos, bactérias ou leveduras, os quais podem contaminar as
dietas (LUCKSTADT, 2008). Fatores como alta umidade (>14%), ambientes quentes € mau
armazenamento sdo favordveis ao crescimento destes microbios. A maioria das espécies
bacterianas apresentam requisitos especificos de pH para otimo crescimento e ndo se
desenvolvem em condig¢des acidas (pH < 4,5). Deste modo, os acidificantes funcionam como

conservantes, reduzindo o pH do meio por meio da liberacao de ions de hidrogénio (protons) e,
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assim, dificultando e/ou prevenindo o crescimento microbiano. Estes microganismos podem
ser patogénicos ou apresentar metabolitos toOxicos aos peixes, como as micotoxinas
(LUCKSTADT, 2008, NG; KOH, 2017). Portanto, a acidificagdo das dietas, por meio da
utilizacao de acidos organicos, melhora a qualidade higiénica e reduz a perda de seu valor

nutritivo durante o armazenamento (NG; KOG, 2017).

1.5.2.2 Efeito no trato gastrointestinal

A acdo dos acidos organicos no trato gastrointestinal pode ocorrer por meio de dois
mecanismos distintos: primeiro, reduzindo o pH estomacal, através da liberagdo de ions H, o
que favorece a ativagao da pepsina (LUCKSTADT, 2008). Esta medida pode ser utilizada em
situacdes em que ocorrem altos consumos de racao, como na alimentacgao de juvenis ou quando
se utilizam dietas ricas em proteinas. Em ambos os casos, ha prejuizo na concentracdo de acido
cloridrico no estomago, o que afeta negativamente a ativacdo e secre¢do das enzimas
proteoliticas que ali atuam (LUCKSTADT, 2008). A inclusdo de acidificantes nas dietas ajuda
a minimizar este efeito, reduzindo o pH no estdbmago e melhorando a digestdo, aumentando
tanto a retenc¢do de nitrogénio como a digestibilidade dos nutrientes (OVERLAND et al., 2000).

Ja, no segundo mecanismo, os acidos organicos, por apresentarem baixo peso
molecular e serem lipofilicos, podem se difundir através da parede celular de bactérias,
principalmente as Gram-negativas, se dissociando e liberando prétons no citoplasma. Isto
acarreta um gasto excessivo de energia por parte das células bacterianas para transportar os
prétons intracelulares ao meio externo, visando manter o equilibrio do pH celular, o que pode
levar a célula bacteriana a morte, principalmente as bactérias patogénicas (LUCKSTADT,
2008). Com isso, os acidos organicos afetam a comunidade bacteriana no trato gastrointestinal,
visto que minimizam ou inibem o crescimento de bactérias patogénicas ou potencialmente
patogénicas (NG; KOH, 2017), favorecendo o crescimento de bactérias benéficas, que sdo
tolerantes a acidos e nao reduzem sua populagdao ou até mesmo a aumentam (LUCKSTADT,
2008). A mudanca na populacdo e composicdo do micriobioma intestinal acarreta impactos
significativos no desempenho, utilizacdo de nutrientes, respostas imunes e resisténcia contra
patégenos em animais de criagdo € Ng e Koh (2017) enfatizam que pesquisas sdo necessarias
em peixes para elucidar os efeitos dos acidos organicos sobre as mudangas na microbiota

intestinal.
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1.5.2.3 Efeito sobre o metabolismo

A maioria dos acidos organicos apresenta altos valores de energia bruta, sendo
geralmente absorvidos via difusdo passiva através do epitélio intestinal (LUCKSTADT, 2008).
Posteriormente, sdo utilizados em diversas vias metabolicas para geragao de energia, como o
acido lactico, que fornece piruvato; acido citrico e fumarato que participam como
intermediarios no ciclo de Krebs e o butirato de sédio, que pode ser utilizado como fonte

energética (LUCKSTADT, 2008; LEHNINGER, 2007).

1.5.2.4 Efeito sobre a disponibilidade de minerais

Os 4cidos organicos também podem afetar positivamente a disponibilidade minerais,
principalmente o fésforo em dietas com ingredientes vegetais, visto que grande parte do fésforo
oriundo destes ingredientes estd na forma de 4cido fitico, que ndo ¢ digerido pelos animais
monogastricos, ja que ndo produzem a enzima fitase (NG; KOH, 2017). Os acidos organicos
podem promover a atividade da fitase microbiana no intestino, a qual é mais eficiente em
ambientes com pH mais baixo (DIBNER; BUTTIN 2002; de WET 2005). Assim, como 0s
acidos organicos possuem capacidade acidificante, favorecem a a¢do desta enzima, aumentando
a disponibilidade de fosforo ao animal e, consequentemente, diminuindo a excre¢do deste
mineral. Além disso, os acidos organicos, ao se dissociarem no intestino, podem atuar como
agentes quelantes, ligando-se a cations e formando complexos minerais ao longo do intestino,
que resultam em maior absor¢cdo de minerais pelo epitélio intestinal (RAVINDRAN;
KORNEGAY 1993), como evidenciado em diversos trabalhos (KOH et al., 2016; ZHU et al.,
2014; BARUAH et al., 2007; HOSSAIN et al., 2007; SARKER et al., 2005).

1.6  BUTIRATO DE SODIO

Butirato de sodio é o nome tradicional do anion do acido butirico (Figura 1). E um dos
acidificantes mais estudados na nutricdo humana e animal. Seguindo esta tendéncia, seu uso em
dietas na aquicultura tem sido amplamente estudado, com efeitos benéficos sobre o desempenho
e eficiéncia alimentar (HOSEINIFAR; SUN; CAIPANG, 2016). Para o bagre africano Clarias
gariepinus, a inclusio de 2 g kg™!' de butirato de sodio em dietas contendo farinha de peixe,
acarretou maior crescimento € melhor conversao alimentar (OWEN et al., 2006). Similarmente,
Robles et al. (2013) relataram que a inclusdo de 3 g kg'! em dietas para a dourada Sparus aurata
proporcionou maior ganho em peso. J4 para a carpa comum, a inclusdo de apenas 0,3 g kg™! foi

suficiente para aumentar o ganho em peso ¢ melhorar a conversao alimentar (LIU et al., 2014).
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A inclusdo de 0,02 g kg™ de butirato de sodio em dietas contendo altas doses de farelo de soja
para linguado Scophthalmus maximus melhorou os indices zootécnicos, aumentou a superficie
de absor¢do de nutrientes no intestino, melhorou a digestibilidade de nutrientes (LIU et al.,
2019). Para o camardo-branco-do-pacifico Litopenaeus vannamei, apesar da inclusdo de uma
dose bem mais elevada (20 g kg'!) de butirato de sodio na dieta, houve efeito positivo sobre o
crescimento e eficiéncia alimentar, além de aumentar a reten¢do de nitrogénio, taxa de
sobrevivéncia e rendimento dos camardes em comparagao aos alimentados com a dieta controle
(SILVA etal., 2016). Estas diferengas entre as doses de inclusdo de butirato de sddio e respostas
positivas sobre o desempenho produtivo pode estar ligado com a forma que este ¢ adicionado
as dietas. Por exemplo, se o butirato de s6dio ¢ adicionado na sua forma protegida ou nao, o
que influencia na absorcao deste composto: o butirato de sddio ndo protegido ¢ rapidamente
absorvido na primeira por¢ao do intestino, sendo utilizado como fonte energética (ROEDIGER,
1980). Por outro lado, em sua forma protegida, hd uma liberagdo gradual por todo o intestino,

aumentando a energia ao longo do epitélio intestinal (JESUS et al., 2019).

Figura 1. Molécula de butirato de sodio.

O

HsC ONa

Fonte: Adaptado de Sigma-Aldrich, 2020.

Além dos efeitos positivos sobre o desempenho, Robles e colaboradores (2013)
demonstraram o efeito benéfico do butirato sobre os metabolitos intestinais, onde
intermediarios da glicolise, 2-fosfoglicerato e 3-fosfoglicerato se acumularam em peixes
alimentados com dietas suplementadas com butirato de sddio. Os autores ligam este fato a
inibi¢do do butirato de sodio sobre o ciclo da glicolise ja que este ¢ uma fonte energética
preferencial a glicose. Além disso, os autores relataram que a suplementagdo de butirato de
sodio em dietas poupou a oxidagdo de aminodcidos, aumentando a absor¢ao de aminoacidos
essenciais no intestino e, consequentemente, aumentando sua biodisponibilidade na circulacao
arterial.

Além dos efeitos positivos sobre o crescimento, eficiéncia alimentar € metabolismo, o
butirato de sodio apresenta efeitos benéficos sobre respostas imunologicas, resisténcia a

doencas e modulagdo do microbioma intestinal, este tltimo, com poucos relatos na literatura
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(LIU et al., 2019). Doses de 5, 10 e 20 g kg™ foram efetivas em diminuir o crescimento de
Vibrio sp. no intestino do camardo-branco-do-pacifico, além de aumentar a aglutinagdo sérica
(SILVA et al., 2016). No linguado, além de mitigar sintomas inflamatorios intestinais, como a
diminui¢do de infiltrados leucocitarios na lamina propria, e diminuir a expressao génica de
citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a ¢ NF-kB, aumentou a expressdo génica das jungdes
oclusivas claudina-4, ocludina e zonula occludens-1, que desempenham papel importante na
regulagao da barreira mecanica intestinal (LIU et al., 2019). Com relagdo ao microbioma
intestinal, os peixes alimentados com dietas contendo farelo de soja e butirato de sodio
apresentaram uma composi¢do microbiana intestinal mais proxima ao grupo alimentado com
farinha de peixe, com aumento da abundincia de bactérias do filo Proteobacteria e
Actinobacteria, quando comparado aos peixes alimentados com dietas contendo farelo de soja
sem a inclusdo de butirato de s6dio, minimizando o efeito adverso de altos niveis de inclusdo
deste ingrediente em dietas para o linguado (LIU et al., 2019).

Para a carpa-comum Cyprinus carpio, a inclusdo de butirato de sodio
microencapsulado nas dietas (0,3 g kg'!) proporcionou um estimulo nas respostas imunolégicas,
além de melhorar a condi¢do intestinal, sendo este efeito mais acentuado quando os peixes
foram alimentados com 6leo oxidado (LIU et al., 2014). Em robalo-europeu Dicentrarchus
labrax, além de melhorar o ganho em peso e diminuir o pH intestinal, a inclusdo do polimero
B-hidroxibutirato em dietas alterou a comunidade microbiana intestinal, apds seis semanas de
alimentagdo (DE SCHRYVER et al., 2010).

Para tilapia-do-nilo, a oferta de dietas contendo 0,05 g kg

do polimero B-
hidroxibutirato por 28 dias resultou em melhores taxas de crescimento especifico
(SITUMORANG et al., 2016). Em estudo mais recente, Jesus e colaboradores (2019a)
avaliaram a inclusdo de diferentes niveis de butirato de sddio nas formas protegidas (6leo e
tampao) e verificaram que, independentemente da forma de protecdo, o butirato de sodio
melhorou os indices zootécnicos durante o periodo de reversdao sexual para a tilapia-do-nilo.
Além disso, os peixes alimentados com butirato de sodio (0,05 e 0,025 g kg!) apresentaram
maior contagem de monocitos, células imunologicas do sistema inato, com atividade citotoxica
e fagocitica, que sdo transitorias e, durante o processo inflamatdrio, migram e se transformam
em macrofagos (BILLER-TAKAHASHI; URBINATI, 2014). Além de melhorar os indices
zootécnicos, a inclusdo de butirato de sddio em dietas promoveu aumento da area de absor¢ao

de nutrientes no intestino, verificado via histologia e microscopia eletronica de transmissao,

além da diminuicdo no ntimero de células caliciformes, possivelmente ligado a auséncia de
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agentes estressores, diminuindo a necessidade da producdo dessas células (JESUS et al.,

2019b).

1.7 LEVEDURAS

As leveduras sd3o microrganismos unicelulares (Figura 2a e b), pertencentes ao reino
Fungi que variam de 5 a 10 um de comprimento e de 5 a 7 um de largura (RUSSEL, 2006),
reproduzindo-se de forma sexuada ou assexuada e apresentando melhor desenvolvimento em
fermentagdo alcodlica (HORII, 1997). Sdo consideradas as fontes mais antigas de proteinas
unicelulares, sendo amplamente usadas na alimentacdo humana e animal, destacando-se a
espécie Saccharomyces cerevisiae (BARBALHO, 2009).

A composicao proximal das leveduras ¢ bastante variavel por depender de diferentes
fatores, tais como a natureza do subproduto utilizado, concentragdo de sais, tampoes utilizados
no processo de fermentacdo, espécie de levedura, aeracdo do meio, secagem, dentre outros
(BAPTISTA, 2001). Em geral, a composi¢ao proximal das leveduras inclui 42,60% de proteina
bruta, 1,00% de lipidios, 3,20% de fibras e 6,60% de cinzas e, cerca de 15% a 20% da matéria
seca total da levedura ¢ representada pela parece celular, rica em [-glucanos,
mananoligossacarideos e quitinas (Figura 3) (CABIB; ROBERTS; BOWERS, 1982). Apo6s a
descoberta das propriedades benéficas dos compostos presentes nas leveduras, diversos
processos de isolamento e purificagdo foram desenvolvidos para utilizacdo destes como
nutrientes funcionais (FREIMUND et al., 2003). Dentre esses compostos, podemos destacar os
nucleotideos, nucleosideos, aminodcidos, fibras, lipidios, vitaminas do complexo B, acidos
ribonucleicos, mananos, glucanos, trealoses e glicogénio (SARWAR et al., 1985).

A obtencao dos compostos benéficos ¢ dependente do método de processamento das
leveduras: 1) a levedura-seca, que € obtida por evaporacdo a vacuo ou pelo método de spray-
dry, ¢ uma fonte rica em proteina, aminoacidos e carboidratos; 2) a levedura em sua forma ativa,
utilizada como probiotico e 3) a levedura hidrolisada, onde ocorre a hidrdlise da parede celular,
expondo o citoplasma e disponibilizando uma grande quantidade de nucleotideos,
polipeptidios, vitaminas e os compostos da parede celular [B-glucanos, mananoligossacarideos

(MOS) e quitina] (SILVA, 2009; HUIGE, 2006).
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Figura 2. A) Micrografia eletronica de célula de levedura em desenvolvimento. A barra representa 5 mm. B)

Principais caracteristicas de uma célula de levedura tipica.
B)
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Figura 3. Estrutura simplificada da parede celular de leveduras.
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Grénulo de glicogénio

Os compostos com o objetivo de modular a microbiota intestinal e/ou o sistema imune

sdo classificados como prebidticos, que geralmente sdo compostos ndo digeridos pelo

hospedeiro (RINGO et al., 2010). Alguns destes compostos, como mananoligossacarideos

(MOS) e B-glucanos, apresentam a capacidade de modulacao da microbiota intestinal e agao

imunomudulatoria; entretanto, esta dupla fungdo nao se aplica a todos os prebidticos (SEONG

etal., 2014).



26

1.7.1 Levedura hidrolisada

A obtencdo da levedura hidrolisada se da pela hidrélise da parede celular de S.
cereviseae, que ocorre por meio de enzimas enddgenas e exdgenas. Este processo também pode
ocorrer por meio de autodigestdo, denominado autdlise, que consiste na quebra de proteinas,
glicogénio, acidos nucleicos e outros componentes da célula por acdo de enzimas intracelulares,
sendo que este processo ocorre naturalmente na fase de apoptose celular. Para atingir os anseios
comerciais e otimizar este processo, ¢ realizada a hidrolise da parede de levedura por meio da
indugdo com agentes quimicos, fisicos ou enzimaticos a fim de diminuir o tempo de reagao,
aumentar o rendimento ¢ minimizar contaminagdes ¢ deterioracdes (VOSTI; JOSLYN, 1954).

Dentre os compostos presente na parede de leveduras, os [-glucanos sdo
polissacarideos de cadeia longa, que também podem ser encontrados na parede celular de
plantas, algas e bactérias. Os B-glucanos oriundos da levedura, sdo do tipo B-1,3/1,6-glucanos
e sdo conhecidos moduladores do sistema imune (RINGO et al., 2012; BARMAN et al., 2013),
com resultados positivos em espécies aquicolas ja relatados em revisdes de literatura sobre este
tema (RAA, 1996; GANNAM; SCHROCK, 1999; SAKAI, 1999; BRICKNELL; DALMO,
2005; RINGO et al., 2012; SONG et al., 2014). Além dos B-glucanos, a parede das leveduras ¢
também rica em MOS e nucleotideos (HALAS; NOCHTA, 2012; RINGO et al., 2012).

1.7.1.1 Mecanismo de agdo dos p-glucanos

O reconhecimento de patogenos invasivos ¢ fundamental para a ativagdo do sistema
imunologico e isto ocorre através da ligagdao dos receptores de reconhecimento padrdes (PRR,
do inglés pattern recognition receptors) que se ligam aos microbios associados a padroes
moleculares (MAMPs, do inglés microbe associated molecular patterns) (RINGO et al., 2012,
PALM; MEDZHITOV, 2009). Posteriormente, ocorre a ativagao de moléculas transdutoras de
sinal, que estimulam as células imunes (YADAV; SCHOREY, 2002), resultando no aumento
da fagocitose por neutrofilos e mondcitos, aumento de linfocitos, imunoglobulinas séricas e
atividade de lisozima (SAKAI, 1999).

Outra forma de acdo dos B-glucanos ¢ através de sua metabolizagdo por bactérias
especificas que promovem a modulacao do microbioma intestinal (SONG et al., 2014). Estas
bactérias sdo consideradas benéficas a satde e ao crescimento do hospedeiro, minimizando a
presenca de patogenos no trato gastrointestinal (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Portanto, os
B-glucanos podem atuar de duas maneiras: (1) estimulando diretamente o sistema imunologico

ou (2) aumentando o crescimento da microbiota comensal (SONG et al., 2014 - Figura 4).
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Entretanto, Ringe e colaboradores (2012) destacam que o conhecimento sobre a capacidade dos
imunoestimulantes, como os -glucanos, em modular positivamente a microbiota intestinal sao

€SCassos.

Figura 4. Visdo geral do beneficio causado ao hospedeiro pela presenga de prebiodticos e imunossacarideos.
Alguns compostos, como MOS ou B-glucano, podem ter ambas as propriedades funcionais, mas a fung@o dupla
ndo ¢ comum a todos os prebidticos. MAMP=padrido molecular associado a microbios; ROS=espécies reativas

de oxigénio.
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Fonte: Adaptado de Song et al. (2014).

Basicamente, os B-glucanos podem ser administrados de trés maneiras: injecao,
imersdo e absor¢cdo oral (BARMAN et al., 2013). Os autores relatam que a forma injetavel
resulta em potentes respostas imunes inatas, mas demanda mais tempo € mao-de-obra, o que
acaba aumentando os custos produtivos. Por outro lado, a imersdo ¢ mais econdmica que a
forma injetavel, mas as respostas imunes sdo menos acentuadas. Por fim, a ingestao oral produz
boas respostas imunes inatas € ¢ o método mais econdmico e viavel, visto que permite tanto a
inclusdo do prébiotico na formulagdo, durante a elaboragdo da ragdo, como na cobertura do
pélete, normalmente usando 6leo de peixe como revestimento (BARMAN et al., 2013). Abaixo,
segue um sumario de estudos com espécies aquicolas que avaliaram a inclusdo de -glucanos.

Dawood e colaboradores (2020) avaliaram a inclusio de 500 mg kg™ de B-glucanos
em dietas sobre o crescimento, morfometria intestinal, parametros imunes e genes relacionados
ao sistema imune em juvenis de tildpia-do-nilo, com peso inicial médio de 28 g, criadas a baixa
(200 peixes m™), média (400 peixes m™) e alta densidade (600 peixes m™) durante 60 dias. Os
peixes alimentados com B-glucanos apresentaram maior ganho em peso e taxa de crescimento

especifico e melhor conversao alimentar que os peixes alimentados com a dieta controle, sem



28

o aditivo, independentemente da densidade de estocagem. Os autores relacionaram estas
respostas positivas & modulagdo da microbiota intestinal e aumento das dobras intestinais,
condi¢do que foi encontrada nas por¢gdes proximal, medial e distal do intestino, nos peixes
alimentados com B-glucanos. Além disso, foi relatado um aumento na contagem de globulos
vermelhos e niveis de hemoglobina, demonstrando um aumento da capacidade da tilapia-do-
nilo em transportar oxigénio no sangue. Por fim, os autores evidenciaram aumento da atividade
fagocitica e de lisozima, além de aumento dos genes de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e
IL-1B), o que explicaria a melhora evidenciada nas respostas imunes.

Em estudo com tildpia-mocambicana Oreochromis mossambicus alimentadas com
dietas contendo 0, 20, 50 e 100 mg kg™ de B-glucanos durante oito semanas e posteriormente
desafiadas com amonia (100 mg L) durante uma semana, Divya e colaboradores (2020)
relataram maior crescimento nos peixes alimentados com 100 mg kg' de B-glucanos. Além
disso, os peixes deste tratamento apresentaram melhores respostas imunes celulares
(mieloperoxidase, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio), humorais (fosfatase alcalina,
atividade de lisozima e inibi¢do da peroxidase), além de apresentarem um aumento na resposta
antioxidante (catalase, superoxido dismutase e glutationa). Os autores concluem que a aplicacao
de B-glucanos induz a tolerancia ao estresse € melhora o crescimento da tilapia mogambicana.

Avaliando a administragdo oral de B-glucanos (0,08 g kg™!) para o linguado senegalés
Solea senegalensis até¢ 72 h apds o tratamento, verificou-se que ap6os 48 h ocorreu aumento da
expressdo génica de Interleucina 1B, citocina pré-inflamatoria que media a ativagdo de
macrofagos (CARBALLO et al., 2019; PIETRETTI et al., 2013). Além disso, a administracao
oral de -glucanos diminuiu a abundancia de bactérias patogénicas Vibrio. Os autores concluem
que a administracao oral deste imunoestimulante agiu localmente no intestino e modulou a
resposta imune, indicando que os -glucanos representam uma fonte promissora de prebiodticos

na aquicultura.

1.7.1.2 Mananoligossacarideos

O mananoligossacarideo (MOS) ¢ um carboidrato indigestivel derivado da levedura,
representando até 40% da matéria seca da parede celular (HALAS; NOCTHA, 2012; SINGH;
SINGH; ARYA, 2018). O MOS pode ser composto somente por mananos ou estar ligado a
molécula de glicose e/ou galactose, sendo chamados de glucomananos, galactomananos e
galactoglucomananos (LIEPMAN et al., 2007). O MOS possui acdo prebiodtica no hospedeiro,
melhorando sua satde intestinal e a absor¢do de nutrientes, além de acdo imunomoduladora

(AKTER et al., 2016; HAHOR; THONGPRAJUKAEW; SUANYUK, 2019).
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A imunomodulacdo pela administragdo do MOS ocorre através do reconhecimento
pelas células dendriticas e macrofagos, que possuem o receptor de manose, gerando uma reagao
em cascata que ativa a resposta imune, principalmente os macréfagos, células fagociticas e
citocinas (COLLETT, 2000; CARBONE; FAGGIO, 2016). Diversos estudos relatam efeitos
benéficos sobre o sistema imune inato com a utilizacdo dietética de MOS. Ha ¢ colaboradores
(2017) observaram aumento significativo de atividade de lisozima, globulina, leucocitos
linfocitos e mondcitos apds 60 dias de alimentagio com dietas contendo MOS (ACTIGEN®)
para juvenis de tilapia-do-nilo. Por outro lado, em outro estudo nao foi observado melhoria no
sistema imune de tilapias-do-nilo alimentadas com dietas contendo MOS (CAVALCANTE et
al., 2020). Porém, ressalta-se que os peixes alimentados com dietas contendo MOS
apresentaram maior sobrevivéncia, quando desafiados contra Aeromonas hydrophila. Em
outras espécies, também ha relatos positivos quanto a utilizagdo de MOS em dietas sobre o
sistema imune em: 1) carpas, Cyprinus carpio ¢ Carassius auratus gibelio, onde aumentou a
atividade da lisozima, do sistema de complemento e imunoglobulinas (MOMENI-
MOGHADDAM et al., 2015; LIU et al., 2013); 2) truta-arco-iris, Oncorhynchus mykiss, onde
autilizacao de MOS resultou em maior atividade de lisozima, atividade bactericida e do sistema
de complemento (STAYKOV et al., 2007); 3) robalo-europeu, Dicentrarchus labrax, onde
houve melhoria no indice fagocitico, além de uma correlagdo positiva entre a atividade de
lisozima e do sistema de complemento (TORRECILLAS et al., 2007)

O MOS também pode atuar de maneira seletiva na microbiota intestinal, ja que pode
aglutinar bactérias patogénicas, sendo estas eliminadas pelo bolo fecal (GULTEPE et al., 2011).
Os sitios de ligagdes de manose presente no MOS sdo semelhantes aos encontrados nos
enterdcitos e, assim, ocorre a diminuicdo de bactérias patog€nicas nos enterocitos € sua
colonizacdo no trato digestivo, facilitando o aumento de bactérias benéficas ao hospedeiro
(OYOFO et al., 1989). Tal fato poderia explicar a maior sobrevivéncia de tilapias desafiadas
contra A. hydrophila mencionada anteriormente (CAVALCANTE et al., 2020), uma vez que
nao houve melhora nos parametros imunes avaliados. Além disso, em carpa-capim verificou-
se diminuicdo dos géneros patogénicos 4. hydrophila e Escherichia coli e aumento dos géneros
benéficos Lactobacillus e Bifidobacterium (LU et al., 2020). Em alevinos de carpa-comum,
Cyprinus carpio, € juvenis de panga, Pangasianodon hypophthalmus, a suplementagao dietética
com MOS aumentou a quantidade de bactérias acido-laticas no intestino (AKTER et al., 2016;
MOMENI-MOGHADDAM et al., 2015).

O aumento de bactérias benéficas ao hospedeiro e a consequente diminui¢cdo de

bactérias patogénicas que competem por nutrientes, se ligam aos enterdcitos ou produzem
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toxinas, resulta em melhor desenvolvimento da morfologia e mucosa intestinal (AZEVEDO et
al., 2016; DIMITROGLOU et al., 2009; PELICANO et al., 2005), bem como na melhora do
desempenho produtivo dos peixes. Como exemplo, em larvas de tilapia-do-Nilo, verificou-se
aumento no comprimento do intestino, bem como na altura e densidade das dobras intestinais
(SCHWARZ etal., 2011). Ainda, a conversao alimentar apresentou um efeito quadratico, sendo
o melhor resultado estimado em 0,34% de inclusdo de MOS. Similarmente, em juvenis de
tilapia-do-Nilo, a inclusdo de MOS nas dietas proporcionou melhora na conversao alimentar,
além de maior taxa de eficiéncia proteica, proteina da carcaga e altura das dobras intestinais

(SCHWARZ et al., 2010).

1.7.1.3 Nucleotideos

Os nucleotideos sdo moléculas formadas por bases nitrogenadas (puricas ou
pirimidicas), grupo fosfato e pentoses (NELSON; COX, 2014), que constituem o0 DNA, RNA
e ATP (RING@ et al., 2012). Para o DNA, a pentose pode ser a 2-desoxiribose e, para 0 RNA,
aribose. A adenina (A) e a guanina (G) sdo as principais bases puricas, enquanto a citosina (C),
timina (T) e uracila (U) sdo as principais bases pirimidicas.

Os nucleotideos podem ser sintetizados pelos animais pela via de novo a partir de seus
precursores metabolicos, como a glutamina, no citosol hepatico (MATEO; STEIN, 2004),
porém tem um alto custo metabolico e de energia na forma de ATP (ROSSI; XAVIER; RUTZ,
2007). Outra forma de obtencdo de nucleotideos ¢ pela via de salvamento, que utiliza
nucleotideos fornecidos via dieta, e que também ocorre no citosol hepatico (KULKARNI et al.,
1989; SANDERSON; HE, 1994; YAMAMOTO et al., 1997), auxiliando principalmente em
tecidos que apresentam capacidade limitada de sintetizar nucleotideos (LELEIKO et al., 1983;
UAUY; QUAN; GIL, 1994; WESTWOOD, 1999). Pela via de salvamento, ocorre a reciclagem
de bases livres e nucleosideos que sdo liberados dos nucleotideos e acidos nucleicos, gerando
um gasto menor de energia (PELICIA, 2008).

Os nucleotideos ndo sdo considerados nutrientes essenciais, uma vez que 0 organismo
¢ capaz de produzi-los endogenamente; contudo, essa afirmagdo vem sendo contestada em
varias publicagdes que sugerem que a deficiéncia de nucleotideos dietéticos pode prejudicar as
fungdes do figado, coragdo, intestino e sistema imune (GRIMBLE; WESTWOOD, 2000;
RINGO et al., 2012). A incorporagdo de nucleotideos via dieta apresentou modulagdo positiva
na ativagao e proliferagdo de linfocitos, macrofagos, aumento da atividade de imunoglobulinas,
na microbiota intestinal e na expressao génica de citocinas em animais endotérmicos (GIL,

2002; SINGHAL et al., 2008), além de ser um aspecto importante da pesquisa sobre nutricao
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clinica e desenvolvimento de alimentos funcionais para humanos (GRIMBLE; WESTWOOD,
2000; GUTIERREZ-CASTELLON et al., 2007).

Em peixes, os estudos envolvendo a inclusdo de nucleotideos em dietas iniciaram na
década de 70 e foram aprofundadas a pouco mais de 20 anos (RINGO et al., 2012). Inicialmente,
a utilizacdo de nucleotideos em dietas para peixes tinha como objetivo aumentar a
palatabilidade da dieta, bem como melhorar a biossintese de aminodcidos ndo essenciais e, mais
recentemente, vem sendo testado como suplemento dietético para aumentar a imunidade e a
resisténcia a doencas (RINGO et al., 2012). Além disso, a utilizacdo de nucleotideos em dietas
melhorou a qualidade das larvas oriundas de reprodutores alimentados com este nutriente, além
de alterar a estrutura intestinal, aumentar a tolerancia ao estresse e modular respostas imunes
inatas e adaptativas (RINGQ et al., 2012).

Para a tilapia-do-nilo, a suplementacdo de nucleotideos via dieta foi eficiente em
melhorar o ganho em peso, taxa de crescimento especifico e eficiéncia alimentar, além de
aumentar a expressao de genes relacionados ao crescimento, MyoD, IGF-1, GH, GHR-1,
(ASADUZZAMAN et al., 2017). Igualmente, o ganho em peso e consumo alimentar
aumentaram linearmente em juvenis de tildpia-do-nilo alimentados com dietas contendo niveis
crescentes de nucleotideos (BERTO et al., 2015). Além disso, ocorreu aumento na contagem
de trombdcitos, leucocitos € mondcitos no sangue, indicando melhor resposta de defesa nos
peixes alimentados com dietas contendo nucleotideos (BERTO et al., 2015). Em outro estudo
com tildpia-do-nilo, a inclusdo de nucleotideos em dietas resultou em melhor desempenho,
eficiéncia alimentar e taxa de eficiéncia proteica e contetido proteico e lipidico corporal, bem
como maior atividade das enzimas lipase, amilase e hormonio de crescimento (SELIM et al.,
2020). Para a tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus), a administracao
de nucleotideos via dieta resultou em maior ganho em peso e eficiéncia alimentar, além de
melhorar a atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase e da atividade de lisozima
(XU etal., 2015). Para a tilapia-do-nilo, também foi observada melhora nos pardmetros imunes,
tais como aumento nos granuldcitos, linfécitos, imunoglobulinas, além de maior atividade da
lisozima e maior sobrevivéncia dos peixes apds desafio bacteriano contra Aeromonas sobria
(REDA et al., 2018)

Para o “red drum”, Sciaenops ocellatus, além de melhorar o desempenho produtivo, a
inclusdo de nucleotideos nas dietas proporcionou aumento significativo na altura das dobras
intestinais, altura do enterdcito nos cecos piloricos e nas regides proximal e distal do intestino,
além de maior altura das microvilosidades em todas as sec¢des entéricas (CHENG;

BUENTELLO; GATLIN, 2011). Condigao também evidenciada em salmao-do-atlantico,
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Salmo salar, em que maior altura das dobras intestinais nas regides proximal, medial e distal
foi verificada nos peixes alimentados com dietas contendo nucleotideos (BURRELLS et al.,

2001).

1.8 ZINCO

O zinco (Zn) ¢ um elemento quimico essencial devido sua importdncia como
componente estrutural, além de atuar como cofator especifico para varias enzimas, em varias
vias metabdlicas, proliferacdo celular e sistemas de reparo e sinalizagdo em processos
fisiologicos (WATANABE; KIRON; SATOH, 1997; TAN; MAI, 2001; KIMURA; KAMBE,
2016), sendo o segundo elemento de maior importancia nutricional para os peixes dentre os
microminerais essenciais (BURY, WALKER; GLOVER, 2003).

No processo de proliferagao celular, o zinco destaca-se por atuar diretamente sobre as
células imunolégicas, com capacidade de interferir na agao citolitica das células T, no processo
de fagocitose de macrofagos e neutrédfilos, na atividade de células natural killer e na maturagao
de linfécitos (CRUZ; SOARES, 2011). Além disso, o zinco esta diretamente envolvido no
correto funcionamento do sistema antioxidante, sendo elemento essencial da enzima superoxido
dismutase (SOD), bem como na regula¢do da concentracdo de metalotioneinas, ligadas a
eliminagao de radicais livres (TAPIERO; TEW, 2003).

Devido a baixa disponibilidade de zinco na agua e a capacidade reduzida de absor¢ao
por meio das branquias (LALL; BISHOP, 1977), a suplementa¢do via dieta ¢ necessaria para
atender as exigéncias nutricionais em peixes (SA et al., 2005). Para juvenis de tilapia-do-nilo
alimentadas com dietas purificadas, a exigéncia dietética ¢ de 30 mg/kg baseada no ganho em
peso, conteudo de zinco corporal e 6sseo (EID; GHONIM, 1994). Para a fase de engorda, a
exigéncia dietética de zinco foi determinada em 37,2 mg kg™ e 52,1 mg kg!, baseada no ganho
em peso e no conteudo de zinco 6sseo, respectivamente (HUANG et al., 2015). No entanto, em
dietas praticas, o fitato, fator antinutricional presente em ingredientes vegetais, interage com os
nutrientes da dieta e pode reduzir a biodisponibilidade do zinco (MCCLAIN; GATLIN, 1988;
GATLIN; PHILLIPS, 1989). Com isso, as dietas praticas sdo suplementadas com niveis
superiores a exigéncia dietética estabelecida para superar os efeitos de fatores nutricionais,
como o fitato (NRC, 2011). Como exemplo, S4 et al. (2005) determinaram a exigéncia de zinco
em 79,5 mg kg™!, utilizando o sulfato de zinco como fonte deste mineral para juvenis de tilapia-

do-nilo.
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Outro fator que influencia a exigéncia nutricional dos minerais ¢ sua fonte de inclusao,
que pode ser inorganica ou organica. As fontes inorgénicas sdo comumente utilizadas pela
industria e geralmente os valores de inclusao sao maiores que a exigéncia nutricional da espécie,
ja que estas fontes sdo menos estaveis estruturalmente e menos biodisponiveis, além de
interagirem com fatores antinutricionais, como mencionado anteriormente (NRC, 2011). Por
outro lado, as fontes organicas sdo mais estdveis estruturalmente e tém maior
biodisponibilidade, resultando em melhor absor¢ao e metabolizacao (MILES; HENRY, 2000).
Como exemplo, juvenis de tilapias-do-nilo alimentadas com dietas contendo zinco organico
(Zn-Metionina) apresentaram maior ganho em peso e deposi¢ao de zinco no musculo e no soro
quando comparado aos peixes alimentados com dietas contendo fonte inorganica de zinco
(6xido de zinco), independente das doses testadas, que foram de 20 e 40 mg kg (KISHAWY
et al., 2020). Ainda nesse mesmo estudo, na comparagdo entre as dosagens testadas na forma
organica de zinco, os autores verificaram maior crescimento nos peixes alimentados com a dose
de 40 mg kg'! em comparacio aos alimentados com a dosagem de 20 mg kg™!. Além disso, os
peixes alimentados com as dietas contendo a fonte organica de zinco, independente da dose,
apresentaram maior sobrevivéncia apds desafio contra Aeromonas hydrophila. Esta maior
sobrevivéncia frente ao desafio bacteriano pode estar ligada ao aumento da resposta imune nos
peixes alimentados com dietas contendo zinco organico, visto que apresentaram maior atividade
de lisozima, imunoglobulina e atividade bactericida (KISHAWY et al., 2020). Além disso, os
peixes alimentados com dietas contendo zinco na forma organica apresentaram maior
capacidade de atividade antioxidante, verificado pelo aumento da atividade das enzimas
superoxido dismutase e catalase (KISHAWY et al., 2020). Por fim, os autores enfatizam que a
forma quimica do mineral tem um impacto enorme em sua absorcao e utilizagao.

A avalia¢do de fontes orgadnicas de minerais em outras espécies de peixes também
resultou em maior disponibilidade, quando comparadas as fontes inorganicas. Para o bagre-do-
canal, Ictalurus punctatus, a exigéncia dietética utilizando o sulfato de zinco foi de 19 mg kg™,
enquanto, utilizando o zinco organico (Zn-Metionina), diminuiu para 5,5 mg kg’
(PARIPATANANONT; LOVELL, 1995). Para o camardo-branco-do-pacifico, Litopenaeus
vannamei, as fontes organicas de zinco (Zinco-Lisina, Zinco-Glicina e Zinco-Metionina)
resultaram em maior crescimento quando comparada a fonte inorganica sulfato de zinco (LIN
et al., 2013). Neste mesmo estudo, entre as fontes organicas, a suplementacao dietética com
Zinco-Metionina apresentou os melhores resultados de ganho em peso, além de maior

sobrevivéncia ap6s desafio contra Vibrio harveyi (LIN et al., 2013).
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1.9 VILIGEN™

O VILIGEN™ (Alltech, Nicholasville, EUA) ¢ um novo aditivo alimentar comercial,
o qual foi desenvolvido usando técnicas nutrigendmicas para melhorar o crescimento animal e
a saude intestinal. Por se tratar de um novo aditivo, ha poucas informacdes cientificas avaliando
sua inclusdo dietética. Para leitdes desmamados, a suplementacdo dietética com 1,35 g kg™ de
VILIGEN™ promoveu maior ganho em peso € consumo alimentar, além de diminuir a
necessidade do uso de medicamentos durante essa fase de vida dos leitdes (FRUGE et al., 2018).
Em outro estudo, avaliando a inclusio de 0,001 g kg' de VILIGENT™ para frangos de corte de
1 a 21 dias, ndo foram observadas diferencas no peso final, ganho em peso, consumo de ragao
e conversdo alimentar quando comparados aos frangos de corte alimentados com a dieta
controle (SANTOS, 2020). Nao existem ainda trabalhos publicados sobre a avaliagdo deste

aditivo em dietas para peixes.

1.10  COMUNIDADE BACTERIANA DO TRATO GASTROINTESTINAL

Antigamente havia grande controvérsia quanto a existéncia de uma microbiota
intestinal indigena e seu papel no trato gastrointestinal em peixes; contudo, atualmente ¢
amplamente aceito que peixes e outros animais aquaticos possuem microbiota no trato
gastrointestinal (RINGO et al., 2015). Nos ultimos anos, a fim de investigar a importancia
dessas comunidades microbianas, houve um aumento das pesquisas envolvendo a diversidade
e relacionamento funcional da microbiota intestinal em peixes (CLEMENTS et al., 2014).

A microbiota intestinal dos peixes pode ser classificada como bactérias autoctones
(indigenas) ou aldctones (KIM et al., 2007; RINGO et al., 2003). Bactérias autoctones sio as
que colonizam a superficie epitelial intestinal do hospedeiro ou estdo associadas as
microvilosidades. Por outro lado, as bactérias aléctones sdo transitorias, associadas a particulas
de alimentos ou presentes no lamen. E importante a avaliagdo da microbiota intestinal dos
peixes, uma vez que o trato gastrointestinal ¢ a primeira linha de defesa contra microrganismos
patogénicos presentes na agua, racdo ou trato gastrointestinal (FENG et al., 2015; TRAN-
NGOC et al., 2016), além de sua fungao principal na digestao e absor¢ao de nutrientes (RINGO
etal., 2015; CELI et al., 2017).

Virios fatores afetam a microbiota intestinal em peixes, tais como: manipulagdes
dietéticas, variagdes sazonais, estresse, variagdes individuais, diferenga entre regides do trato

gastrointestinal, animal de criagdo versus animal selvagem, tripldide versus dipléide, macho
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versus fémea, variagdo do dia a dia, ciclo de vida, formagdo de hierarquia, jejum, migracdes,
qualidade de dgua (RINGO et al., 2016). Tendo em vista a influéncia de diversos fatores na
variacdo da microbiota intestinal e com o objetivo de diminuir essas variagdes, um pool de
amostra do mesmo tratamento foi coletado para a realizacao das analises (HOVDA et al., 2007,
ROESELERS et al., 2011; SULLAM et al., 2012; ZARKASKI et al., 2014).

Os primeiros estudos sobre microbiota intestinal em peixes foram conduzidos entre as
décadas de 70 a 90, sendo a maioria desses baseada em técnicas dependentes de cultura para a
caracterizacdo a comunidade microbiana intestinal (RINGO et al., 2016). Recentemente, com
o avanco tecnoldgico de sequenciamento de DNA, de analises bioinformaticas e do uso de
métodos moleculares foi possivel a realizagdo de estudos mais aprofundados sobre as
comunidades microbianas intestinais (MAHDI et al., 2015). Com isso, observou-se que a
diversidade dessa comunidade microbiana ¢ mais complexa do que se acreditava anteriormente
(RINGO et al., 2016). A composicdao da comunidade microbiana intestinal apresenta bactérias
aerdbias, anaerdbias facultativas e anaerobias obrigatérias, que favorecem o desenvolvimento,
metabolismo, imunidade, resisténcia a doengas, além de serem fonte potencial de diversas
enzimas exogenas para o hospedeiro (BAIRAGI et al., 2002; NAYAK, 2010; RAWLS et al.,
2006; SAHA et al., 2006). Porém, a comunidade bacteriana também inclui bactérias
oportunistas, que podem causar doengas aos peixes (ROESELERS et al., 2011).

Uma maneira de melhor entender a comunidade bacteriana do intestino € utilizando-
se analises metagénomicas, que possibilitam a analise de genomas complexos presentes em um
nicho microbiano (NIELSEN et al., 2014). Dentro dessas andlises, o sequenciamento de alto
rendimento permite a identificagdo de alta precisdao da comunidade bacteriana presente na
amostra (GAJARDO et al., 2016; KUMAR; KOCOUR, 2017). Com isso, ¢ possivel calcular a
dindmica, diversidade, abundancia e riqueza da microbiota intestinal, além de ser possivel
classificar as bactérias desde filo até espécie (KUMAR; KOCOUR, 2017). Assim, esta ¢ uma
importante ferramenta, ja que possibilita a avaliagdo mais precisa de nutrientes que favorecem
o crescimento de bactérias benéficas ao hospedeiro e, consequentemente, diminuem a

incidéncia de bactérias patogénicas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar a inclusao de diferentes niveis do aditivo alimentar VILIGEN™ em dietas para

juvenis de tilapia-do-nilo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a influéncia do aditivo alimentar sobre os parametros
zootécnicos.

o Avaliar a morfologia intestinal de juvenis quando diferentes niveis de
inclusdo do aditivo sdo utilizados.

. Avaliar a resposta imunologica e sobrevivéncia, antes e apos infeccao
bacteriana com Streptococcus agalactiae.

. Investigar a influéncia do aditivo sobre a comunidade microbiana do
intestino e enzimas digestivas de juvenis de tilapia-do-nilo.

o Estimar a melhor concentracao do aditivo na dieta com base nas respostas

avaliadas.
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CAPITULO II: A SUPLEMENTACAO DIETETICA DE VILIGEN™ PARA TILAPIA-
DO-NILO MELHORA O CRESCIMENTO E A MORFOLOGIA INTESTINAL

Artigo publicado na revista Aquaculture Nutrition
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RESUMO

O presente estudo avaliou o crescimento, histomorfometria intestinal, respostas
imunes e resisténcia de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) contra a infeccdo por
Streptococcus agalactiae, quando alimentadas com VILIGEN™, um aditivo alimentar
contendo butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco. Doses
crescentes (0,00; 0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg'l) foram adicionadas a uma dieta basal e
distribuidas aleatoriamente para seis grupos, cada um com 28 peixes. Os peixes foram
alimentados até a saciedade duas vezes ao dia por 60 dias. Apds o ensaio de alimentagao, foram
infectados via gavagem com S. agalactiae a uma concentragio de 1,0 x 10° unidades
formadoras de colonia (UFC) mL™!, sendo a mortalidade registrada durante 14 dias. A
suplementagao dietética com VILIGEN™ propiciou maior ganho de peso, maior perimetro de
dobras intestinais e maior nimero de células caliciformes. Por meio de regressao polinomial, o
nivel de suplementacdo ideal para essas varidveis foi estimado em 2,80, 3,30 e 3,50 g kg™,
respectivamente. No entanto, com excecao da imunoglobulina total apos o desafio, ndo houve
efeito do aditivo nas respostas imunes testadas, nem na sobrevivéncia apos a infec¢do
bacteriana. Este ¢ o primeiro estudo sobre a suplementacdo de VILIGEN™ em dietas para
peixes. Maior crescimento e alteragao positiva na morfologia intestinal foram evidenciados com
a inclusdo de VILIGENT na faixa de 2,80 a 3,50 g kg™!, porém niio houve resposta benéfica
clara ap6s o desafio bacteriano.

PALAVRAS-CHAVE: Desafio bacteriano, aditivo alimentar, nutri¢ao de peixes, crescimento,

resposta imune, histologia intestinal.
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1 INTRODUCAO

As tilapias sdo o segundo grupo de peixes mais produzido no mundo, depois das carpas
(FAO, 2018) e sua producdo deve aumentar ainda mais para atender a demanda global de
alimentos (TIENGTAM et al., 2017). A tilapia do Nilo, Oreochormis niloticus, espécie-alvo
deste estudo, apresenta caracteristicas altamente favoraveis a aquicultura, como rapido
crescimento em altas densidades, robustez, facil reprodugao e boa aceitagdo pelo mercado
consumidor (WATANABE et al., 2002). Porém, a intensificagdo da aquicultura pode aumentar
a presenca de agentes estressores, devido ao aumento da densidade de estocagem, altera¢ao na
qualidade da agua, excesso de matéria organica, além de manejo excessivo dos peixes
(BARTON, 2000). Estes fatores podem causar imunossupressao, diminui¢do do crescimento e
aumento da suscetibilidade a doengas causadas por patdogenos nos peixes (TORT, 2011). Nesse
contexto, as doengas causadas por bactérias sdo uma grande preocupagdo na aquicultura, pois
apresentam altas taxas de proliferacdo, causando grandes perdas nos sistemas de producao
(PAVANELLI EIRAS; TAKEMOTO, 2008).

Na criacdo de tilapias, doengas causadas por bactérias do género Streptococcus sao
responsaveis por grandes perdas econOmicas e apresentam os seguintes sinais clinicos: perda
de apetite, deslocamento da coluna, exoftalmia, opacidade da cornea, hemorragia das branquias,
opérculo e nadadeiras (YANONG; FLOYD, 2002; ZAMRI-SAAD; AMAL; SITI-ZAHRAH,
2010; JIMENEZ et al., 2007; ZHENG et al., 201 8). A utilizacao de antibidticos contra infec¢des
bacterianas na produg¢do aquicola ¢ proibida em vérios paises (DENEV et al., 2009), pois além
de deixar residuos na carne dos peixes, também promove a ocorréncia de cepas resistentes ao
medicamento, além de reduzir a microbiota benéfica no trato gastrointestinal dos peixes
(MUNIR et al., 2016). Assim, o uso de produtos alternativos que ndo produzam esses efeitos
colaterais negativos pode promover a sustentabilidade da industria aquicola (DOAN et al.,
2018).

Uma nova tendéncia na produgdo aquicola ¢ o uso de aditivos alimentares, tais como
prebioticos, imunoestimulantes e sais organicos, que promovem o crescimento e a satude dos
peixes (LUCKSTADT, 2008; TIENGTAM et al.,, 2017), tornando-se uma alternativa
ambientalmente viavel aos antibidticos. Tais aditivos, além de promoverem o crescimento,
também podem estimular o crescimento de bactérias benéficas no intestino do hospedeiro,
promovendo imunomodulagdo positiva que ird minimizar a agdo e proliferacdo de patdogenos
(RINGO@ et al., 2010; TORRECILLAS etal., 2015; ZHAO et al., 2015; ADORIAN et al., 2016;
HA et al., 2017).
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O VILIGEN™ (Alltech, Nicholasville, EUA) é um novo aditivo alimentar comercial,
composto por proteinato de zinco, levedura hidrolisada desidratada e butirato de sodio, o qual
foi desenvolvido usando técnicas nutrigendmicas para melhorar o crescimento animal e a saude
intestinal. Dentre os componentes do aditivo, o butirato de sddio € um acido organico que, além
de possuir propriedades bactericidas (SILVA et al., 2013; NG; KOH, 2017), favorece o
crescimento de bactérias lacticas (BARUAH et al., 2007; LUCKSTADT, 2008; ROBLES et
al., 2013), fornece energia as células epiteliais e, consequentemente, promove sua proliferagao.
A levedura hidrolisada modula positivamente o sistema imunoldgico por meio de receptores
que identificam proteinas e padrdes moleculares associados a patogenos, o que desencadeia
respostas imunes inatas melhoradas (TRICHET, 2010; HA et al., 2017). Ja o proteinato de zinco
¢ um mineral orginico, sendo mais biodisponivel que as formas inorganicas, com efeitos
benéficos no crescimento e importancia na proliferacdo celular no sistema imunologico (IBS;
RINK, 2003; APINES-AMAR et al., 2004; RINK; HAASE, 2007; LIN et al., 2013). Portanto,
0 uso dos trés compostos sinergicamente em um s6 aditivo provavelmente resultard em maior
crescimento e maior rapidez nas respostas imunoldgicas se comparado ao uso de um unico
composto isoladamente.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes niveis de
inclusdo do aditivo alimentar VILIGEN™ em dietas para juvenis de tildpia-do-nilo sobre o
crescimento, composi¢do corporal, retencao proteica, histologia intestinal, respostas imunes e

sobrevivéncia apos desafio bacteriano com Streptococcus agalactiae.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL, DIETAS E ALIMENTACAO

Uma dieta basal foi formulada com ingredientes praticos para atender as exigéncias
nutricionais da tilapia-do-nilo (FURUYA, 2010; NRC, 2011). O aditivo foi incluido a esta dieta
basal em cinco niveis: 0,00; 0,60; 1,20; 2,40 ¢ 4,80 g kg™, em substitui¢do ao milho (Tabela 1).

Os ingredientes foram triturados individualmente em moinho de martelo (malha da
peneira de 1,0 mm), peneirados manualmente (0,5 mm), pesados ¢ homogeneizados em
misturador horizontal. Uma aliquota destes ingredientes foi amostrada para determinacdo da
composicdo proximal e teor energético. Antes da extrusdo, a qual foi realizada em extrusora
mono rosca modelo MX-40 (Inbramagq, Ribeirdo Preto, Brasil), a umidade dos ingredientes foi

ajustada para 21%, usando agua. Os parametros de extrusdo foram os seguintes: temperatura,
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100°C; velocidade de rosca, 220 rpm; taxa de fluxo, 20% da capacidade nominal; relacao
largura/diametro, 2,3: 1; didmetro da rosca, 92,5 mm e comprimento do cilindro, 210 mm. Apos
a extrusdo, as dietas foram secas em estufa com circulacdo de ar forcada a 55°C e,
posteriormente, embaladas e armazenadas em ambiente seco a temperatura constante de 23°C.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com seis
repeticdes para cada nivel testado. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09:00 e
0430 h) até a saciedade aparente por 60 dias. O consumo de racdo e a mortalidade foram

registrados diariamente.
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Tabela 1. Formulag@o e composicdo das dietas experimentais e composi¢cdo do aditivo alimentar.

Inclusio de VILIGEN™, g kg!

Ingredientes

0,00 0,60 1,20 2,40 4,80
Milho moido! 43290 432,30 431,70 430,50 428,10
Farelo de soja? 366,00 366,00 366,00 366,00 366,00
Farinha de visceras de frango’ 195,00 195,00 195,00 195,00 195,00
Premix vitaminico-mineral® 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Cloreto de colina®? 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Hidroxitolueno butilado -BHT 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
VILIGENTMS 0,00 0,60 1,20 2,40 4,80
Composigiio das dietas, g kg'! da matéria seca
Matéria seca 907,00 914,60 845,60 904,30 897,90
Proteina bruta 365,20 365,90 365,60 368,90 367,80
Proteina digestivel’ 340,00 340,00 340,00 340,00 340,00
Energia bruta, kcal kg ! 4.600 4.658 4.621 4.574 4.630
Energia digestivel’, kcal kg ™! 3.273 3.273 3.273 3.273 3.273
Extrato etéreo 75,10 71,10 74,70 71,90 75,60
Matéria mineral 57,40 58,30 56,80 56,30 56,20
Composi¢iio do VILIGEN™, g kg'! da matéria seca
Proteina bruta 324,10
Energia bruta, kcal kg™ 4,633
Extrato etéreo 42,50
Matéria mineral 191,30
Butirato de sodio 3,50
Zinco 11,97

"Fornecido por Agroterra Agropecuaria (Floriandpolis, Brasil).

2Fornecido por Nicoluzzi Ragdes Ltda (Penha, Brasil).

3Fornecido por Kabsa S.A (Porto Alegre, Brazil).

4Fornecido por Cargill (Toledo, Brasil), composi¢do por kg de produto: acido folico 420 mg, 4cido pantoténico 8.333 mg, BHT
25.000 mg, biotina 134 mg, sulfato de cobalto 27 mg, sulfato de cobre 1.833 mg, sulfato ferroso 8.000 mg, iodato de calcio 92
mg, sulfato de manganés 3.500 mg, niacina 8.333 mg, selenito 100 mg, vitamina (vit.) A 1.666.670 IU, vit. B1 2.083 mg, vit.
Bi12 5.000 pg, vit. B2 4.166 mg vit. B6 3.166 mg, acido ascorbico equivalente 66.670 mg, vit. D3 666.670 IU, vit. E 1.666 IU,
vit. K3 833 mg, sulfato de zinco 23.330 mg, inositol 50.000 mg, e proprionato de calcio 250.000 mg.

3600 g colina kg™,

Produzido por Alltech Inc. (Nicholasville, USA) e importado por Alltech do Brazil Agroindustrial Ltda (Maringa Brasil).
"Valores digestiveis estimados com base nos propostos por FURUYA (2010).
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2.2 PEIXES E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem GIFT, invertidos sexualmente para macho,
foram obtidos da Piscicultura Pomerode (Pomerode, Santa Catarina, Brasil). Os procedimentos
adotados no experimento foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA, UFSC), sob o protocolo nimero 2200250219.

Antes do ensaio alimentar, os peixes foram aclimatados as condi¢des laboratoriais por
uma semana em trés tanques de 1.000 L, conectados a um sistema de recirculagdao equipado
com filtragdo bioldgica e mecanica, suprimento de ar e trocador de calor. A temperatura foi
ajustada para 28 ° C e o fotoperiodo, para 12 h.

Ap6s a aclimatacdo, grupos de 28 peixes foram alocados aleatoriamente em unidades
experimentais (n = 30) de 200 L, onde permaneceram por mais uma semana, sendo alimentados
com a dieta basal sem a inclusdo do aditivo alimentar. Posteriormente, os parametros
biométricos iniciais foram determinados [peso, 1,98 g £+ 0,04; comprimento total, 4,83 cm =+
0,04 (média + desvio padrao)].

O fluxo de 4gua de entrada foi de 40 mL s™!, proporcionando uma taxa de troca de
agua didria de 36 vezes o volume total de cada unidade experimental. A temperatura (28,33 +
0,28 ° C), oxigénio dissolvido (6,35 = 0,49 mg L™ ') e pH (6,74 + 0,19) foram medidos
diariamente, enquanto a amonia total (0,15 = 0,11 mg L"), nitrito (0,03 + 0,05 mg L") e
alcalinidade (44,28 + 10,61 mg CaCO; L) foram medidos semanalmente. Os valores dos
indicadores de qualidade da 4gua estavam dentro da faixa de conforto conhecidos para a tilapia-

do-nilo (POPMA; LOVSHIN, 1995).

2.3  PARAMETROS DE CRESCIMENTO, EFICIENCIA ALIMENTAR E COLETA DE
AMOSTRAS

No inicio e no final do periodo experimental, os peixes foram anestesiados com
Eugenol® (Biodynamics Chemical and Pharmaceutical Ltda., Ibipord, Brasil) na dosagem de
100 mg L', Sendo pesados e medidos individualmente em balanga de precisdo (0,001 g) e
ictidmetro, respectivamente. A composi¢ao corporal inicial foi obtida da média de trés amostra
de 50 peixes, os quais foram sacrificados com Eugenol® (200 mg L™).

As seguintes variaveis foram calculadas a partir dos dados biométricos e do consumo
de racdo: ganho em peso (GP, g = peso final - peso inicial), ganho em peso didrio (GPD, g dia”

' = ganho em peso/dias), eficiéncia alimentar (EA, ganho de peso/consumo de ragio), taxa de
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crescimento especifico [TCR, % dia' = (In peso final - In peso inicial/dias) x 100],
sobrevivéncia [SOB, % = (nimero final de peixes/nimero inicial de peixes)x100] e taxa de
retengdo proteica aparente {TRPA, % = [(peso finalx concentracdo final de proteina corporal)
— (peso inicial x concentracao inicial de proteina corporal)/ingestdo de proteina]x100}.

Ao final do ensaio de alimentagdo, trés peixes por unidade experimental foram
anestesiados com Eugenol® (100 mg L) e amostras de sangue foram coletadas para posterior
analise das respostas imunoldgicas. Da mesma forma, trés peixes por unidade experimental
foram coletados para andlises de composi¢ao corporal e histologia intestinal, apds serem
sacrificados com overdose de Eugenol® (200 mg L™'). Amostras de peixes para analise da
composicdo corporal foram armazenadas a -20°C até o processamento. Para histologia
intestinal, as amostras foram fixadas em solucdo de formalina tamponada a 10% por 24 h e as

amostras foram armazenadas em alcool 70% até o processamento.

24  RESPOSTAS IMUNES

Amostras de sangue foram retiradas de trés peixes de cada unidade experimental antes
e depois do desafio bacteriano para determinar algumas respostas imunes humorais inatas
(atividade da lisozima, titulo de aglutinacdo e atividade antimicrobiana), bem como uma
resposta imune humoral especifica (imunoglobulina total). Os peixes foram anestesiados com
Eugenol® (100 mg L) e o sangue coletado por pungdo da veia caudal com seringas de insulina
cobertas com o anticoagulante 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Hemstab®, Lagoa
Santa, Brasil). Posteriormente, um pool de sangue de trés peixes por unidade experimental foi
centrifugado a 1.400 % g por 15 min e, apos centrifugagdo, o plasma sanguineo foi coletado e
armazenado a -20°C até a analise.

A proteina plasmatica total foi determinada com o auxilio de um kit comercial
(Proteina total; Lab Test®, Lagoa Santa, Brasil), utilizando-se albumina bovina para
determinagdo da curva padrao. A concentragdo total de imunoglobulina foi medida pelo método
descrito por Amar et al. (2000), no qual 100 pL de plasma foram misturados com 100 pL de
solugdo de polietilenoglicol (PEG) 12% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sendo a mistura
incubada a 18°C durante 2 h para precipitar as moléculas de imunoglobulina. O precipitado foi
removido por centrifugacdo (5.000 x g a 4°C por 10 min) e o sobrenadante foi usado para
determinar a concentracdo de proteina total. A concentra¢do de imunoglobulina foi obtida a

partir da seguinte equagao:
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Ig Total = PTP — PTPEG

Onde:

Ig: imunoglobulina (mg mL™")

PTP: proteina total do plasma

PTPEG: proteina total no polietileno glicol

A concentragdo de lisozima plasmatica foi determinada usando a metodologia proposta
por Sankaran e Gurnani (1972) com algumas modifica¢des: 90 uL de plasma foi transferido
para um tubo e 600 uL de 0,5 mg mL™! de Micrococcus lysodeikticus liofilizado (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) foi adicionado. Na sequéncia, as leituras de absorbancia inicial e final
foram feitas a 492 nm. A taxa de redug@o da absorbancia foi convertida para concentracao de
lisozima (ug mL™' mg!) por miligrama de proteina, usando uma curva padrio feita com
lisozima de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

O titulo de aglutinacdo foi determinado em microplacas, conforme metodologia
proposta por Silva et al. (2009). O plasma foi diluido a 1:3 em solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) (Ox0id®, Basingstoke, Inglaterra) no primeiro poco (150 pL de solugao de PBS:
50 uL de plasma) e distribuido em série na propor¢ao de 1:2 em outros pocgos até o 12° pogo.
Posteriormente, 50 uL de S. agalactiae inativada foram adicionados a todos os pogos. A
microplaca foi incubada por 24 h a 35°C em cdmara umidificada. A aglutinacdo foi confirmada
pela formagao de precipitado no fundo do poco e considerada reciproca a ultima diluigdo que
apresentou aglutinacao.

A atividade antimicrobiana do plasma contra a bactéria S. agalactiae foi avaliada em
uma microplaca de fundo plano de 96 pogos, de acordo com Silva et al. (2009). O in6culo de
S. agalactiae foi cultivado em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 35°C por 24 h, preparado em
um padrdo de 0,5 na escala de McFarland e diluido 100.000 vezes em meio de caldo pobre
(PB). Posteriormente, a diluicao do plasma (1:2) no meio PB foi realizada até o 12° poco. Para
os controles positivo e branco, a solugado salina foi diluida em PB, como foi feito para o plasma.
Finalmente, 20 puL de bactéria foram adicionados a cada po¢o da amostra de plasma diluida e
do controle positivo. A microplaca contendo S. agalactiae foi incubada a 35°C por 24 h. O
crescimento dos microrganismos foi determinado em leitor de microplacas a 550 nm. O titulo

antimicrobiano foi reciproco a ultima diluicdo com atividade antibacteriana.
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2.5 COMPOSICAO CORPORAL E DAS DIETAS

A composicao das dietas experimentais e do corpo inteiro dos peixes foi analisada de
acordo com as normas da Association of Olfficial Analytical Chemists (AOAC, 1999). A
umidade foi determinada por secagem a 105°C (método 950.01); o extrato etéreo foi
determinado por Soxhlet (método 920.39C); a proteina bruta foi determinada pelo método de
Kjeldahl (945.01) e a matéria mineral foi determinada por incineracdo em mufla a 550°C
(método 942.05).

A energia bruta foi determinada em uma bomba calorimétrica (Modelo 6200; PARR),
de acordo com as instru¢des do fabricante. A digestdo com acido nitro-perclorico foi realizada
para determinar a composi¢ao de zinco nas dietas experimentais. Posteriormente, sua
quantificagdo foi realizada por espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS). O
método de cromatografia liquida (HPLC), utilizando coluna C18 e padrao de butirato de sodio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), foi realizado para determinar a concentracdo de butirato de

sodio das dietas experimentais.

2.6 HISTOLOGIA INTESTINAL

Porc¢des transversais de aproximadamente 5 cm de comprimento das partes proximal,
medial e distal do intestino foram amostradas para determinar a histomorfometria das dobras
intestinais. Inicialmente, os tecidos foram desidratados em concentracdes crescentes de alcool,
clarificados em xilol e incluidos em parafina. Cortes de 3 a 5 pm de espessura (micrétomo PAT-
MR10) foram corados com hematoxilina e eosina. Apds a coloragdo, as laminas foram
montadas e analisadas em um microscopio de contraste de fase de interferéncia Axio Imager 2
(Zeiss, Gottingen, Alemanha). Foram analisados: 1) numero de dobras; 2) altura das dobras,
correspondente a distancia do dpice da dobra até o final da serosa; 3) largura das dobras, medida
perpendicularmente a altura; 4) perimetro das dobras, correspondente a soma do contorno das
dobras; ¢ 5) nimero de células caliciformes. Todas as analises foram realizadas com o software

Zen Pro (Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

2.7  DESAFIO COM S. AGALACTIAE

Apés o ensaio de dose-resposta, os peixes foram desafiados com a bactéria S.

agalactiae. A bactéria patogénica S. agalactiae (S13) foi isolada de tilapias moribundas durante
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um surto de mortalidade no Estado do Parand, Brasil. Essa cepa foi obtida do Laboratdrio de
Bacteriologia de Peixes (LABBEP, Londrina, Brasil) e identificada por identificagdo molecular
(FACIMOTO et al., 2017). Para infec¢do, as bactérias foram cultivadas em caldo BHI
(HiMedia, Mumbai, India) a 28°C por 24 h. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 1.500
x g por 10 min e o sobrenadante foi descartado. As bactérias precipitadas foram ressuspensas
em solucdo de PBS (0,04 M de fosfato de sodio monobasico ¢ 0,16 M de fosfato de soédio
dibasico; pH 7,2) a uma concentragio de 1 x 10 unidades formadoras de colonia (UFC) mL".

Grupos de 10 peixes foram distribuidos aleatoriamente em 24 unidades experimentais.
Peixes dos mesmos tratamentos usados no ensaio de dose-resposta foram utilizados no desafio
bacteriano. Um pool de oito peixes de todos os tratamentos dietéticos, totalizando 40 peixes,
foi usado para criar um controle negativo no desafio bacteriano. Esses peixes foram inoculados
apenas com solucao de PBS, sem bactérias. O novo arranjo para o desafio bacteriano resultou
em um total de seis tratamentos com quatro repeti¢cdes. Antes da infec¢io bacteriana, os peixes
foram anestesiados com Eugenol® (100 mg L") e cada peixe recebeu uma solugio de 100 pL
contendo S. agalactiae, na concentragdo de 1 x 10° UFC mL™, que foi inoculada no esofago
dos peixes por gavagem, com auxilio de uma pipeta.

ApOs a infeccao bacteriana, os peixes foram observados por 14 dias. A mortalidade e
os sinais clinicos de infeccdo foram registrados e os peixes mortos foram imediatamente
removidos. Apds 14 dias de infecgdo, foi realizada coleta de sangue para analise das respostas
imunes mencionadas anteriormente. Os peixes sobreviventes foram anestesiados com Eugenol®
(100 mg L") e posteriormente sacrificados pela seccio da medula espinhal. A infeccdo
bacteriana foi confirmada pelo re-isolamento de bactérias do figado, cérebro e fragmentos de
rins de peixes mortos, bem como peixes infectados sobreviventes. As amostras foram
adicionadas a tubos contendo um meio BHI liquido (HiMedia, Mumbai, India) para
crescimento. Posteriormente, o conteudo foi semeado em meio de agar triptico de soja
(HiMedia, Mumbai, india) enriquecido com 5% de sangue de carneiro desfibrinado e, em
seguida, incubado a 28°C por 24 h para a visualizagdo e caracterizagao de colonias de S.

agalactiae.

2.8  ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de regressdo para determinar o melhor nivel
suplementagdo dietética de VILIGEN™, em funcdo das varidveis avaliadas. Os dados do

desafio bacteriano foram analisados pelo teste de Kaplan-Meier. Em todos os testes foi adotado
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nivel de significancia de 5,0%. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados usando o

software GraphPad Prism 6.

3 RESULTADOS

3.1 CRESCIMENTO E EFICIENCIA ALIMENTAR

A suplementacao dietética com VILIGEN™ resultou em um efeito quadratico para o
peso final, ganho em peso, ganho em peso diario e taxa de crescimento especifico. Através da
regressdo polinomial, estimou-se o nivel 6timo de inclusdo alimentar em 2,80 g kg
VILIGEN™ para a maior resposta, em termos de ganho em peso diario (Figura 1), peso final,
ganho em peso e taxa de crescimento especifico (Tabela 2). Os niveis de inclusdao do aditivo

nao afetaram a eficiéncia alimentar ou a sobrevivéncia dos peixes.

Figura 1. Ganho em peso diario de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes
de VILIGEN™ por 60 dias. A linha tracejada representa a maior resposta no ganho em peso didrio de acordo
com a equagao polinomial.

Y = -0,72841&2 +0,4166x + 0,7905

R>=0,91

0,90

0,85

0,80

Ganho em peso didario
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Tabela 2. Crescimento e sobrevivéncia de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo diferentes

niveis de VILIGEN ™ por 60 dias.

Suplementac¢io de VILIGEN™ Valor de
Variaveis -1 Pooled
g kg sem = F da
0,00 0,60 1,20 2,40 4,80 regressio
Peso final, g 48,45 5046 5043 5221 50,50 1,59 0,0052
Ganho em peso, g 46,49 4849 4843 50,23 48,52 1,21 0,0053
Eficiéncia alimentar 0,90 0,93 0,87 0,91 0,89 0,01 0,710
Taxa de crescimento
5,44 5,49 5,47 5,52 5,49 0,04 0,020*
especifico, %
Sobrevivéncia, % 88,57 92,86 95,14 92,26 9345 4,87 0,460

"Peso inicial = 1,98 g.

2y = -43,659x> + 24,95x + 48,594; R*=0,91.
3y =-42,977x +24,578x + 46,639; R* = 0,91.
4y =-0,8073x% +0,4758x + 5,447; R* = 0,73.

32  COMPOSICAO CORPORAL E TAXA DE RETENCAO PROTEICA APARENTE

A composi¢do proteica corporal e taxa de retengdo proteica aparente foram

influenciadas pelos tratamentos dietéticos de forma quadratica (Tabela 3). O menor contetido

de proteina corporal foi estimado em 2,60 g kg de suplementagdo de VILIGEN™, Por outro

lado, a menor taxa de retengio de proteina foi estimada em 2,70 g kg™ de suplementagio. Nio

houve diferenga significativa na composi¢ao corporal para umidade, lipidios € matéria mineral.

Tabela 3. Composicao corporal inicial e final (expressa como peso imido) e taxa de retencao aparente de
proteina (TRAP) em juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes de VILIGEN
™ por 60 dias (n =18).

Suplementagio de VILIGEN™, g kg™! Valor de P
Variaveis, % Pooled
Inicial 0,00 0,60 1,20 2,40 4,80 SEM ~
regressao

Umidade 69,06 68,81 69,47 69,95 6886 0,74 0,18
Proteina 16,17 15,75 15,52 15,33 15,86 0,46 0,01
Lipidio 11,90 12,45 12,26 11,52 12,48 0,74 0,71
Matéria mineral 2,85 2,93 2,81 2,72 2,83 0,18 0,75

TRAP 40,44 40,32 37,03 38,03 39,44 1,78 0,04

ly =12,125x2 - 6,4279x + 16,136; R*> = 0,98.
2y =38,403x% - 21x + 40,681; R* = 0,79.
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3.3  HISTOLOGIA INTESTINAL

O numero de células caliciformes e os perimetros das dobras intestinais da regido
proximal foram afetados pela suplementacdo com VILIGEN™; ambas as varidveis resultaram
em um efeito quadratico. O maior nimero de células caliciformes e o maior perimetro foram
estimados em 3,30 g kg™! (Figura 2A) e 3,50 g kg™! (Figura 2B) de inclusio do aditivo na dieta,
respectivamente. Na regido proximal, as varidveis altura, largura e nimero de dobras intestinais
nao foram afetadas pela suplementagado dietética de VILIGEN ™ (Tabela 4).

A regido distal do intestino apresentou diferencas para altura (Figura 2C) e perimetro
(Figura 2D) das dobras intestinais. Essas variaveis apresentaram resposta linear e quadratica ao
aumento dos niveis dietéticos de VILIGEN™, respectivamente. A largura e o numero de
dobras, bem como o numero de células caliciformes, ndo foram influenciados pelas dietas

experimentais.

Tabela 4. Morfometria intestinal, nas diferentes por¢des intestinais, em juvenis de tilapia-do-nilo alimentados
com dietas contendo niveis crescentes de VILIGEN™ por 60 dias (n = 18 em cada por¢do intestinal).
Suplementagido de VILIGEN™ g kg™ Valor de
Variaveis P £ Lk Pooled ~ , o
0,00 0,60 1,20 2,40 4,80 SEM

regressao

Proximal
Altura da dobra, pum 86,14 78,87 85,05 96,00 8439 11,91 0,26
Largura da dobra, um 20,74 18,64 18,23 19,29 19,93 1,76 0,09
Numero de dobras 38,67 40,33 40,00 39,20 42,33 4,25 0,73

Medial
Altura da dobra, pm 49,85 4048 47,777 42,59 4521 6,59 0,31
Largura da dobra, pm 16,79 15,07 16,20 16,57 17,60 2,38 0,55
Numero de dobras 32,33 32,66 30,00 30,00 31,66 2,46 0,58

Numero de células
caliciformes

Perimetro dobras, pm  4.138  3.243  3.274 3.457 3.608 566 0,08

369,33 433,67 404,80 506,40 449,00 78,39 0,08

Distal
Altura da dobra, pm 17,65 15,69 16,69 16,56 18,05 2,99 0,41
Numero de dobras 17,00 18,33 15,00 10,66 12,80 2,95 0,12

Numero de células

. 14,60 37,66 20,66 14,00 31,40 39,34 0,44
caliciformes
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Figura 2. Morfometria intestinal de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo niveis crescentes
de VILIGEN ™. A) nimero de células caliciformes da regido proximal do intestino; B) perimetro de dobra da
regido proximal do intestino; C) altura da dobra da regido distal do intestino; e D) perimetro de dobra da regido

distal do intestino. As linhas tracejadas representam os valores mais altos ou mais baixos determinados pela
equagdo polinomial (n = 18, dentro de cada por¢o do intestino).
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34  RESPOSTAS IMUNES

Ap6s o desafio bacteriano, a imunoglobulina total diminuiu de forma linear com a
suplementagao dietética de VILIGEN™ (Figura 3). No entanto, a suplementacao ndo afetou a
proteina total, atividade antimicrobiana, titulo de aglutina¢ao, nem a atividade da lisozima antes

ou apos o desafio bacteriano (Tabela 5).
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Figura 3. Imunoglobulina total no plasma sanguineo de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de VILIGEN™, 14 dias ap6s o desafio bacteriano (n = 18).
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Tabela 5. Respostas imunoldgicas de juvenis de tilapia-do-nilo alimentados com dietas contendo niveis
crescentes de VILIGENT™, antes e apos o desafio com Streptococcus agalactiae (n = 18 desafio anterior n = 12
apos o desafio).

Suplementac¢io de VILIGEN™

Valor de
Pooled
er . P
Variaveis g kg SEM Pda )
0,00 060 120 240 4,80 regressao
Antes do desafio
Proteina total, mg mL™! 47,77 43,89 50,32 49,56 47,85 3,80 0,18

Imunoglobulina total, mg mL™' 31,00 31,10 31,63 32,15 31,57 3,42 0,48

Atividade antimicrobiana, log2 3,58 3,58 3,60 3,58 341 0,30 0,32

Titulo aglutinante, log 2 642 558 542 542 5,58 0,92 0,33
Lisozima, pg mg™! 1,59 478 1,33 1,05 2,18 145 0,81
Depois do desafio

Proteina total, mg mL™! 50,98 51,11 44,18 40,74 42,85 6,59 0,18

Atividade antimicrobiana, log2 3,33 3,58 3,83 3,58 3,58 0,35 0,48
Titulo aglutinante, log 2 3,58 3,58 3,60 3,58 3,41 1,24 0,32

2

Lisozima, pg mg‘1 1,83 0,54 2,24 1,89 2,38 1,65 0,33
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3.5 DESAFIO BACTERIANO

As primeiras mortalidades foram verificadas trés dias apos a infec¢dao bacteriana
(Figura 4), quando os peixes comegaram a apresentar os sinais clinicos de infec¢dao por S.
agalactiae, tais como ulceras dérmicas, ascite, hemorragia opercular, nado erratico, letargia,
opacidade corneana, exoftalmia unilateral e bilateral, além de mudangas na coloracdo do corpo.
Nos dias seis, sete e oito, diferencas na sobrevivéncia acumulada foram observadas entre os
peixes alimentados com diferentes niveis de suplementagdao de VILIGEN™; peixes
alimentados com 4,80 g kg! VILIGEN ™ apresentaram a maior taxa de sobrevivéncia,
enquanto peixes alimentados com 1,20 g kg!, apresentaram a menor. No entanto, a partir do
décimo dia até o final do desafio bacteriano, ndo houve diferencas significativas na

sobrevivéncia dos peixes.

Figura 4. Sobrevivéncia cumulativa de juvenis de tilapia-do-nilo apds exposi¢do a Streptococcus agalactiae a
10° UFC mL~! (n = 40).
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4 DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo avaliando a inclusdo do aditivo alimentar VILIGEN™ em
dietas para peixes. O uso combinado de butirato de sédio, levedura hidrolisada desidratada e

proteinato de zinco - os componentes desse aditivo alimentar - afetaram positivamente o
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crescimento de juvenis de tilapia-do-nilo. O maior ganho em peso diario foi estimado para
ocorrer com a inclusdo de 2,80 g kg'! de VILIGEN™, representando um aumento de 7,87%
quando comparado aos peixes alimentados com dietas sem o aditivo. Além disso, a
suplementagao de VILIGEN™ na dieta, independentemente do nivel de inclusdo, sempre
resultou em maior crescimento quando comparado ao resultado apresentado pelos peixes
alimentados com a dieta sem o aditivo. Houve uma ligeira diminui¢do na composicao proteica
corporal e retencgdo proteica em peixes alimentados com VILIGEN™ a 1,20 g kg!; no entanto,
essa diferenga foi de apenas quatro unidades percentuais quando comparada ao maior teor de
proteina corporal, registrado nos peixes alimentados com a dieta sem o aditivo.

Dentre os componentes do aditivo VILIGEN™, o butirato ¢ um acido graxo de cadeia
curta que € prontamente absorvido no intestino, sendo metabolizado ainda mais rapido do que
a molécula de glicose, fornecendo energia para as células epiteliais (ROBLES et al., 2013).
Além disso, a incorporagdo de butirato nas dietas pode evitar a oxidagdo de aminodacidos,
aumentando a disponibilidade e absor¢do destes (ROBLES et al., 2013). Os resultados do
presente estudo corroboram aqueles encontrados em larvas de tilapia-do-nilo alimentadas com
dietas suplementadas com butirato de sodio (JESUS et al., 2019a), as quais apresentaram maior
crescimento € melhor conversao alimentar. Os autores levantaram a hipotese de que a melhoria
nos resultados de crescimento poderia ser atribuida ao aumento do suprimento de energia ao
epitélio intestinal, por meio da suplementacdo dietética com butirato de sdédio. Além dos
maiores resultados de crescimento, os peixes alimentados com dietas suplementadas com
butirato de sodio também apresentaram aumento da area de superficie de absor¢ao de nutrientes
no intestino (JESUS et al., 2019b), o que pode ter contribuido para melhores respostas no
crescimento. De fato, o perimetro de dobras intestinais de tilapia-do-nilo foi maior quando
alimentados com VILIGEN™, o que apoia a hipotese sugerida por Jesus e colaboradores
(2019b).

Além disso, VILIGEN™ contém levedura hidrolisada desidratada, que inclui manano.
Manano ¢ um imunomodulador bem conhecido que promove o predominio da microflora
intestinal benéfica (RINGO et al., 2010), levando a uma melhor assimila¢do de nutrientes e,
consequentemente, ao crescimento dos peixes (VAZQUEZ et al., 2006; VOS et al., 2007).
Assim, sugere-se que o uso sinérgico do butirato de sodio e da levedura hidrolisada desidratada
favorece a absor¢do e utilizagdo dos nutrientes da dieta, afetando positivamente o crescimento
dos peixes. Corroborando com essa hipotese, registramos um aumento do perimetro das dobras
intestinais na area proximal, que representa a maior area de absor¢do de nutrientes pelas

microvilosidades intestinais. Para tilapia-do-nilo, a regido proximal do intestino € o local onde
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as enzimas digestivas apresentam a maior atividade e o principal local de absor¢ao de nutrientes
(BUDDINGTON; CHEN; DIAMOND, 1987). Isso também pode ter contribuido para o melhor
desempenho dos peixes alimentados com dietas suplementadas com VILIGEN™,

A suplementagdo dietética com fracdes ricas em manano (ACTIGEN®) afetou
positivamente o crescimento de suinos (EDWARDS et al., 2014) e aves (MATHIS et al., 2012),
no entanto, tais descobertas sdo conflitantes em peixes. Para a tildpia-do-nilo, apesar do
aumento da altura das dobras intestinais ¢ da area de absor¢ao do intestino, o crescimento nao
foi afetado quando ACTIGEN® foi suplementado em baixas doses (0,40, 0,60 e 0,80 g kg™),
independentemente de o periodo de alimentacdo ser 30 ou 60 dias e (HA et al., 2017). Da mesma
forma, o crescimento ndo foi afetado quando ACTIGEN® foi suplementado em doses maiores
(4,00 g kg!) em dietas para tilapia-do-nilo (CAVALCANTE et al., 2020). Estudos com jundi4,
Rhamdia quelen (ADORIAN et al., 2015), bagre-do-canal, Ictalurus punctatus (ZHAO et al.,
2015) e “amberjack”, Seriola dumerili (FERNANDEZ-MONTEIRO et al., 2019) também nio
conseguiram demonstrar uma resposta positiva ao crescimento quando alimentados com dietas
contendo ACTIGEN®. Por outro lado, o robalo europeu, Dicentrarchus labrax, apresentou
melhor crescimento quando alimentado com ACTIGEN® a 1,6 g kg por 30 ou 60 dias
(TORRECILLAS et al., 2015), mas precisou de um periodo de alimentacdo mais longo (90
dias) para mostrar um efeito de crescimento positivo, quando alimentado com uma mistura das
duas geragdes de prebidticos ACTIGEN® e BIO-MOS® (TORRECILLAS et al., 2018).
Portanto, diferencas nas doses de suplementacdo e periodos de alimentagdo ndo podem ser
descartadas ao explicar os resultados conflitantes de crescimento em peixes.

O aumento no crescimento dos peixes alimentados com VILIGEN™ no presente
estudo, juntamente com as respostas de crescimento conflitantes a0 ACTIGEN® nos estudos
mencionados anteriormente, sdo consistentes com uma vantagem potencial de combinar
butirato de sddio, proteinato de zinco e levedura hidrolisada desidratada, uma vez que o aditivo
ACTIGEN® contém apenas fragdes ricas em manano. Os componentes presentes na levedura
hidrolisada podem modular positivamente as bactérias no intestino, juntamente com o butirato
de sddio, que ¢ um substrato de energia facilmente absorvido pelo intestino, propiciando uma
condicdo favoravel a absor¢do de nutrientes e consequente crescimento dos peixes. Além disso,
o proteinato de zinco ¢ uma forma organica de mineral ligada a proteinas que € mais
biodisponivel do que as fontes inorganicas de zinco, além de ser uma molécula mais estavel,
que ndo interage com outros nutrientes (IBS; RINK, 2003; LIN et al., 2013). Assim, o zinco na

forma organica pode ser absorvido de forma mais completa, favorecendo o crescimento e
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melhorando os sistemas imunolédgico e antioxidante dos peixes (IBS; RINK, 2003; APINES-
AMAR et al., 2004).

O numero de células caliciformes ¢ um importante indicador de resisténcia a doenga
entérica, pois essas células sdo responsaveis pela secrecdo de muco que recobre o epitélio
intestinal, formando a primeira linha de defesa luminal (ADORIAN et al., 2016). Neste estudo,
peixes alimentados com dietas suplementadas com VILIGEN™ apresentaram maior nimero
de células caliciformes no intestino proximal do que os peixes do grupo controle, sem o aditivo.
O muco fornece protecao quimica contra toxinas e antigenos e possui propriedades bactericidas
que reduzem a populagdo bacteriana em contato direto com a superficie epitelial (CORFIELD
et al., 2000; HOEBLER et al., 2006; GAUDIER et al., 2009). Assim, pode-se especular que a
mucosa intestinal dos peixes que receberam dietas contendo VILIGEN™ apresentava maior
protecao contra infec¢cdes. No entanto, estudos futuros avaliando mucinas e propriedades
imunoldgicas do muco seriam necessarios para validar essa hipotese.

Quando a infec¢do de S. agalactiae ocorre por via oral, como no presente estudo,
ocorre infecgdo sistémica nas primeiras horas apos o contato com a bactéria, sendo que o
cérebro, figado, bago e rim sdo os principais orgaos afetados (IREGUI et al., 2016). Nossos
resultados de sobrevivéncia apos 14 dias da infec¢ao bacteriana ndo demonstraram diferencas
significativas, mas sugerem que o maior nimero de células caliciformes e a provavel maior
producao de muco nao foram suficientes para proteger totalmente os peixes contra a infec¢ao
bacteriana.

Pode-se especular que ocorreu imunossupressao no sistema imune humoral registrada
em peixes alimentados com as doses mais altas de VILIGEN™. De fato, a administra¢dao de
altas doses de imunoestimulantes por longos periodos, como os usados no presente estudo (60
dias), pode nao melhorar o sistema imunologico (RODRIQUEZ et al., 2002; COUSO et al.,
2003; WELKER et al., 2012) ou mesmo diminuir a resisténcia a patogenos (WHITTINGTON;
LIM; KLESIUS, 2005). No entanto, isso ndo ocorreu em peixes alimentados com a maior dose
testada (4,80 g kg'!), uma vez que apresentaram a segunda maior sobrevivéncia apés o desafio
bacteriano, indicando que ndo hé tendéncia dbvia na sobrevivéncia que seja consistente com o
efeito linear do nivel do aditivo sobre as imunoglobulinas. Uma possivel explicacdo para esses
resultados em que as menores (0,60 g kg™') e maiores (4,80 g kg'') dosagens testadas apresentam
os melhores resultados de sobrevivéncia apos o desafio bacteriano pode estar ligada a alteragdes
na comunidade bacteriana intestinal, que, infelizmente, ndo foi avaliada neste estudo. Assim,

sugerimos que mais estudos sejam realizados para avaliar a dose e a duragdo ideal da
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suplementagdo dietética de VILIGEN™, bem como para avaliar a influéncia da diversidade

microbiana intestinal sobre a resisténcia a doenca da tildpia do Nilo e respostas imunoldgicas.

5 CONCLUSAO

O uso de VILIGEN™ em dietas resulta em maior crescimento ¢ mudangas benéficas
na morfologia intestinal de juvenis de tildpia-do-nilo, quando comparados ao grupo controle.
No entanto, os resultados de resisténcia a infec¢cdo bacteriana e respostas imunes nao foram
claros. Ressalta-se que niveis de inclusio acima de 0,60 g kg! quando alimentados por um
periodo de 60 dias resultaram em menor imunoglobulina plasmatica total, o que poderia levar
a imunossupressao. Mais estudos sdo necessarios para determinar a duragdo ideal da
suplementagdo dietética com VILIGEN™ para otimizar as respostas imunologicas e a

sobrevivéncia da tilapia-do-nilo apods o desafio bacteriano.
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RESUMO

Os aditivos para dietas podem atuar modulando positivamente a microbiota intestinal,
melhorando a funcdo digestiva e reduzindo a incidéncia de patégenos no hospedeiro. No
presente estudo foi avaliada a influéncia do aditivo alimentar VILIGEN™ - constituido de
butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco - no perfil da
comunidade microbiana do intestino e na atividade de enzimas digestivas em juvenis de tilapia-
do-nilo. Doses crescentes (0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg™!) foram adicionadas a dieta controle e
distribuidas aleatoriamente a seis grupos, contendo 28 peixes cada, totalizando 30 unidades
experimentais. Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente duas vezes ao dia, durante
60 dias. O sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16S rRNA das bactérias presente no
intestino de tilapias gerou 1.003.306 sequéncias, agrupadas em 74 unidades taxondmicas
operacionais. Peixes alimentados com dietas contendo VILIGEN™ apresentaram maior
diversidade alfa de espécies, enquanto peixes alimentados com dietas contendo 0,60 e 4,80 g
kg! apresentaram um perfil de comunidade bacteriana intestinal distinto (diversidade beta)
quando comparados aos peixes alimentados com a dieta controle. No geral, os filos mais
abundantes foram: Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Patescibacteria, Chloroflexi,
Chlamydiae, Firmicutes, Dependentiae e Planctomycetes. J4 os géneros mais abundantes foram

Legionella,  Mycobacterium,  Aurantimicrobium,  Cetobacterium,  Hyphomicrobium,
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Rhodobacter, Nordella, Rombustia e Bacillus. Houve um aumento na atividade da tripsina na
porcao medial do intestino e uma reducao na atividade da lipase na por¢ao proximal do intestino
em peixes alimentados com dietas suplementadas com VILIGEN™, Este ¢ o primeiro estudo
em peixes, particularmente na tildpia-do-nilo, que demonstra o efeito benéfico de VILIGEN™
na modulacdo positiva do microbioma intestinal por meio de um aumento na diversidade alfa e
beta de espécies bacterianas no intestino, sugerindo menor suscetibilidade a disbiose

microbiana.

Palavras-chave: microbiota; tilapia-do-nilo; enzimas digestivas; aditivo alimentar.

1 INTRODUCAO

Recentemente, a influéncia da dieta na microbiota intestinal tem chamado a atencdo
de pesquisadores devido ao seu papel essencial na satide e bem-estar do hospedeiro (RINGO et
al., 2016). Em peixes, a microbiota intestinal ¢ muito dinamica e extremamente sensivel a
mudangas na dieta, ao contrario do que ocorre em animais terrestres (RINGO et al., 2016).
Além disso, também ¢ influenciada por variagdes sazonais, estresse, particularidades do trato
digestorio de cada animal, estdgio de desenvolvimento da vida, entre outros fatores
(ROESELERS et al., 2011; SULLAM et al., 2012).

O uso de aditivos alimentares que modulam positivamente a microbiota intestinal é
uma ferramenta importante na aquicultura, uma vez que o trato gastrointestinal ¢ um dos
principais pontos de entrada de patdgenos (BIRKBECK; RING@, 2005). Assim, além de ter
como fungdo principal a digestdo e absor¢do de nutrientes (RINGO et al., 2015; CELI et al.,
2017), o trato gastrointestinal tem grande importancia no sistema imunologico dos peixes, pois
¢ a primeira linha de defesa contra microrganismos patogénicos presentes na agua, racao ou
trato gastrointestinal (FENG et al., 2015; TRAN-NGOC et al., 2016). Além disso, os aditivos
para ragdes podem estimular o crescimento de bactérias benéficas no intestino, promovendo
modulacdo positiva e minimizando a proliferagdo de patdgenos, conforme relatado
anteriormente com a suplementagdo de probidticos, prebioticos, acidos organicos € seus sais,
aminoacidos, minerais e vitaminas (RINGO et al., 2015; GHANBARI et al., 2015; RINGO et
al., 2010).

VILIGEN™ (Alltech, Nicholasville, EUA) ¢ um novo aditivo comercial para ra¢des
aniamis, composto por butirato de sodio, levedura hidrolisada desidratada e proteinato de zinco

que foi desenvolvido por meio de técnicas nutrigendmicas para melhorar a satide intestinal de
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animais de producgdo. Entre os componentes do VILIGEN™, o butirato de sodio ¢ um acido
organico que favorece o crescimento de bactérias lacticas, as quais podem produzir e estimular
a producao de enzimas digestivas no intestino do hospedeiro, beneficiando o crescimento e
desenvolvimento do tecido intestinal (BOOTH; STRATFORD, 2003; HOSEINIFAR et al.,
2016; BARUAH et al., 2007; LUCKSTADT, 2008; ROBLES et al., 2013). As leveduras sao
fontes de B-glucanos, mananoligossacarideos e nucleotideos (SHURSON, 2018) que podem
modular a saude intestinal e o sistema imunolédgico dos peixes (SAKAI et al., 2001; GIL, 2002,
SONG et al., 2014; AKTER et al.,, 2014; al.,, 2016; JAYACHANDRAN et al., 2018;
CARBALLO etal., 2019) além de melhorar o desenvolvimento e a funcionalidade do intestino
(HAHOR et al., 2019; TIE et al., 2019). Por fim, o proteinato de zinco ¢ um mineral na forma
organica, a qual ¢ mais biodisponivel do que as fontes inorginicas de zinco, favorecendo o
reparo e crescimento tecidual, além da proliferacdo de células do sistema imunolégico (IBS;
RINK, 2003; APINES-AMAR et al., 2004; RINK; HAASE, 2007; LIN et al., 2013).

A suplementagdo dietética de VILIGEN™ para tilapia-do-nilo provou ser eficaz em
promover desempenho em crescimento de 8%, além de melhorar a morfologia das dobras
intestinais (PESSINI et al., 2021). Esses achados sdo promissores e levaram a investiga¢ao do
efeito da suplementagdo de VILIGEN™ na composi¢ao da comunidade microbiana do intestino

e nas atividades das enzimas digestivas, em juvenis de tilapia-do-nilo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PLANO EXPERIMENTAL, DIETAS E ALIMENTACAO

A formulagdo e preparagdo das dietas, bem como as praticas alimentares, foram
relatadas em Pessini et al. (2021). Resumidamente, uma dieta basal foi formulada com
ingredientes praticos para atender as necessidades nutricionais da tilapia-do-nilo (NRC, 2011;
FURUYA, 2010). O aditivo VILIGEN™ foi suplementado na dieta basal em quatro niveis:
0,60; 1,20; 2,40 ¢ 4,80 g kg™' em substitui¢io ao milho moido. Além disso, um grupo de peixes
foi alimentado com dieta controle sem o aditivo (Tabela 1).

O ensaio de alimentacao foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado,
utilizando-se seis repeticdes para cada nivel testado. Os peixes foram alimentados duas vezes
ao dia (9h00 h e 16h30 h) até a saciedade aparente por 60 dias. Ao final de cada dia, os
recipientes usados para armazenar a respectiva dieta experimental de cada unidade

experimental, foram pesados para registrar o consumo diario de ragao por tanque.
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2.2 PEIXES, PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E COLETA DE AMOSTRAS

Todos os procedimentos adotados no experimento foram aprovados pelo Comité de
Etica em Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA, UFSC), sob o
numero de protocolo 2200250219.

Peixes, condi¢des e procedimentos experimentais foram os mesmos descritos em
Pessini et al. (2021). O peso médio inicial (+ desvio padrdo) dos peixes foi 1,98 £ 0,04 g; apos
o término do periodo experimental, os peixes alimentados com 0,00; 0,60; 1,20; 2,40 ¢ 4,80 g
kg! de VILIGEN™ atingiram um peso médio final de 48,45 g; 50,46 g; 50,43 g; 5221 g e
50,50 g, respectivamente (PESSINI et al., 2021).

Ao final do periodo experimental, os peixes foram mantidos em jejum por 24 h, sendo
posteriormente anestesiados com Eugenol® (Quimica e Farmacéutica Biodindmica, Ibipora,
Brasil) a 100 mg L e, em seguida, sacrificados a 200 mg L' com o mesmo produto.

A coleta das amostras para analise da microbiota intestinal ocorreu em camara de fluxo
continuo e os instrumentos de coleta foram esterilizados em autoclave e liberados dos
fragmentos de RNA e DNA por meio de RNaseZAP™ (Sigma Alldrich, St. Louis, EUA). Além
disso, entre cada amostragem, a bancada e os instrumentos de coleta foram limpos para evitar
contaminagdo entre as amostras de digesta. O intestino foi coletado de dois peixes por unidade
experimental, que tiveram parte da digesta intestinal amostrada. Um pool de amostras de digesta
de peixe por unidade experimental foi realizado a fim de obter biomassa suficiente de DNA
para andlises posteriores. Assim, foram obtidas seis amostras de digesta de 200 mg para cada
tratamento, as quais foram imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido até o
processamento.

Para as analises das enzimas digestivas, o intestino de dois peixes por unidade
experimental (n = 12 por tratamento) foi coletado e dividido em trés por¢gdes de tamanho
semelhante: proximal, medial e distal. As amostras foram colocadas em tubos Falcon de 15 mL

e armazenadas sob refrigeracao a -20°C até o processamento.
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Tabela 1. Formulag@o e composicdo das dietas experimentais e composi¢cdo do aditivo alimentar.

Inclusio de VILIGEN™, g kg!

Ingredientes, g kg™!

0,00 0,60 1,20 2,40 4,80
Milho moido! 43290 432,30 431,70 430,50 428,10
Farelo de soja? 366,00 366,00 366,00 366,00 366,00
Farinha de visceras de frango’ 195,00 195,00 195,00 195,00 195,00
Premix vitaminico-mineral® 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Cloreto de colina®? 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Hidroxitolueno butilado -BHT 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
VILIGENTMS 0,00 0,60 1,20 2,40 4,80
Composigiio das dietas, g kg'! da matéria seca
Matéria seca 907,00 914,60 845,60 904,30 897,90
Proteina bruta 365,20 365,90 365,60 368,90 367,80
Proteina digestivel’ 340,00 340,00 340,00 340,00 340,00
Energia bruta, kcal kg ! 4.600 4.658 4.621 4.574 4.630
Energia digestivel’, kcal kg ™! 3.273 3.273 3.273 3.273 3.273
Extrato etéreo 75,10 71,10 74,70 71,90 75,60
Matéria mineral 57,40 58,30 56,80 56,30 56,20
Composi¢iio do VILIGEN™, g kg'! da matéria seca
Proteina bruta 324,10
Energia bruta, kcal kg™ 4,633
Extrato etéreo 42,50
Matéria mineral 191,30
Butirato de sodio 3,50
Zinco 11,97

"Fornecido por Agroterra Agropecudria (Floriandpolis, Brasil).

2Fornecido por Nicoluzzi Ragdes Ltda (Penha, Brasil).

3Fornecido por Kabsa S.A (Porto Alegre, Brazil).

4Fornecido por Cargill (Toledo, Brasil), composi¢do por kg de produto: acido folico 420 mg, acido pantoténico 8.333 mg, BHT
25.000 mg, biotina 134 mg, sulfato de cobalto 27 mg, sulfato de cobre 1.833 mg, sulfato ferroso 8.000 mg, iodato de célcio 92
mg, sulfato de manganés 3.500 mg, niacina 8.333 mg, selenito 100 mg, vitamina (vit.) A 1.666.670 IU, vit. B1 2.083 mg, vit.
B12 5.000 pg, vit. B2 4.166 mg vit. B6 3.166 mg, acido ascorbico equivalente 66.670 mg, vit. D3 666.670 IU, vit. E 1.666 1U,
vit. K3 833 mg, sulfato de zinco 23.330 mg, inositol 50.000 mg, e proprionato de calcio 250.000 mg.

3600 g colina kg

Produzido por Alltech Inc. (Nicholasville, USA) e importado por Alltech do Brazil Agroindustrial Ltda (Maringa Brasil).
"Valores digestiveis estimados com base nos propostos por Furuya (2010).
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23 DIVERSIDADE MICROBIANA INTESTINAL

O DNA obtido e previamente armazenado foi extraido com fenol/cloroférmio,
seguindo o protocolo estabelecido pela Neoprospectra Microbiome Technologies
(Floriandpolis, Brasil) e baseado em Moore e Dowhan (2000). A regido V3-V4 do gene 16S
rRNA foi amplificada por PCR usando os iniciadores 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) e
806R (GGACTACCAGGGTATCTAAT) e submetida ao sequenciamento em um sequenciador
Illumina MiSeq (2 x 300 bp). As sequéncias brutas (totalizando 1.527.128 sequéncias, média
de 76.356 por amostra) foram processadas e filtradas para remover (1) primers e adaptadores,
(2) sequéncias com Ns, (3) sequéncias com mais de trés (sentido) ou cinco (anti-sentido ou
reverso) erros esperados e (4) sequéncias menores que 50 bp foram finalmente cortadas para
um comprimento fixo de 280 bp (Trimmomatic, versao 0.36).

Ap6s filtragem, 90,8% das leituras foram retidas para analise posterior (1.386.587
leituras no total, uma média de 69.329 leituras por amostra). O conjunto de dados de
sequenciamento foi processado usando o pipeline USEARCH de 32 bits (versdo 11.0.667) e
Blastn NCBI®. As quimeras foram removidas e as sequéncias agrupadas em unidades
taxondmicas operacionais (OTU), utilizando UPARSE (com 97% de similaridade). A
atribuicao taxondmica das sequéncias bacterianas foi realizada utilizando o banco de dados

SILVA com identidade de 90% (versao 138).

24  ENZIMAS DIGESTIVAS

Amostras dos intestinos dos peixes foram processadas individualmente e
homogeneizadas em 1 mL de dgua ultrapura. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
por 15 min a 12.000 x g, a 4°C. Em seguida, os extratos enzimaticos brutos (sobrenadante)
foram armazenados a -20°C. Antes da realizacdo das analises enzimaticas, os extratos brutos
foram descongelados e diluidos em agua ultrapura, nas seguintes diluicdes: 200x para analise
de amilase e tripsina, 1000x para quimiotripsina e lipase. Todas as leituras foram realizadas em
leitor de microplacas TECAN (Infinite Pro., Califérnia, EUA), utilizando-se absorbancia de
410 nm para tripsina e 550 nm para quimotripsina e amilase. A atividade da lipase foi lida na
excitacdo A a 355 nm ¢ emissao A a 460 nm, usando um leitor de fluorescéncia TECAN.

As atividades de tripsina e quimotripsina foram avaliadas utilizando-se os substratos
N-a-Benzoil-DLarginina-4-pnitroanilida  (bz-R-pNA) e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Leu-p-

nitroanilida (suc-AAPL- 4- pNA), respectivamente. Estes foram dissolvidos em
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dimetilsulfoxido (DMSO) a 2 mM e diluidos em tampao fosfato (pH 7,5) na proporg¢ado de 1:1
(v/v), para se obter a concentragdo final de 1 mM. As reagdes foram realizadas utilizando-se 50
uL do extrato enzimatico misturado com a mesma quantidade de solucao de substrato (1:1, v/v).
As leituras foram feitas a cada 15 min, por 1 h, a 30°C. Cada unidade enzimatica (U) foi
expressa como a conversio enzimatica de 1 umol do substrato min™, conforme determinado
pela curva padrdo de p-nitroanilina (p-A). A atividade especifica da tripsina e quimiotripsina
foi expressa como o numero de unidades de enzima por concentracdo de proteina total do
extrato enzimatico (U mg de proteina™).

A andlise da atividade da amilase baseou-se na deteccdo de grupos de redutores de
carboidratos com 4acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Como substrato, foi usada uma solugao de
amido a 2% em tampao de acetato de sddio (100 mM, pH 6,5). Para as reagdes, 25 pL do extrato
enzimatico foram misturados com 25 pL do substrato (1:1, v/v). As amostras foram incubadas
em banho-maria a 30 °C por 1 h, sendo que a reacdo foi interrompida a cada 15 min,
adicionando-se 100 pL. de DNS. Apods a reacdo ser interrompida, os tubos foram aquecidos a
100 °C por 5 min, foram adicionados 100 pL de agua destilada e a absorbancia lida em
microplacas. Cada unidade da enzima (U) foi expressa como a clivagem enzimatica de 1 pmol
de glicose min!, em comparagio com a curva de glicose padrio. A atividade especifica da
amilase foi expressa como o nimero de unidades de enzima por concentracdo do extrato
enzimatico (U mg de proteina™).

A atividade da lipase foi analisada usando oleato de umbeliferil dissolvido em
acetonitrila a uma concentragdo final de 1 uM como substrato. Para tanto, 50 uL do extrato
enzimatico foram misturados com 50 pL do substrato (1:1, v/v). Posteriormente, a leitura da
microplaca foi realizada a cada 2 min, por periodo de 20 min. Uma unidade da enzima (U) foi
expressa como a conversio de 1 pmol de metilumbeliferona min!, em comparagio com a curva
padrdo. A atividade especifica da lipase foi expressa como o nimero de unidades de enzima
por concentragio do extrato enzimatico (U mg de proteina™).

A concentracdo de proteinas soliveis no extrato enzimatico bruto foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina

como padrao.

2.5  ANALISES ESTATISTICAS

Os dados do microbioma intestinal foram analisados pelo software R (versdo 3.5.1).

Devido as diferencas na profundidade de sequenciamento entre as amostras (até 9,3x), os dados
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de contagem (leituras) foram normalizados usando o pacote 'Bioconductor DESeq2'. As
contagens normalizadas DESeq2 foram utilizadas para determinar a diversidade beta, NMDS,
PERMANOVA, indice de diversidade alfa e abundancia relativa (LOVE et al., 2014). ANOVA
one way (ambiente R) foi usado para identificar as diferengas nos indices de diversidade alfa
de cada tratamento. A andlise multivariada foi realizada com base nas matrizes de
dissimilaridade de Bray-Curtis, utilizando o pacote 'vegan' (OKSANEN et al., 2019). Modelos
Lineares Univariados Generalizados (GLMs; pacote 'mvabund') foram usados para identificar
OTUs alterados pela suplementagao de VILIGEN™ em dietas. As figuras foram geradas
usando o pacote ‘ggplot2’ (WICKHAM, 2016). Os dados da atividade das enzimas digestivas
foram submetidos a andlise de regressdo no software GraphPad Prism 6. O nivel de

significancia adotado foi de 5,0% para todos os testes.

3 RESULTADOS

3.1 MICROBIOMA INTESTINAL

O sequenciamento da microbiota intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo produziu um
total de 1.003.306 sequéncias, as quais foram agrupadas em 74 unidades taxondOmicas
operacionais (OTU). A curva de rarefacdo e o indice de cobertura indicaram uma cobertura
quase completa da comunidade bacteriana da digesta no intestino (min =99,97 e max = 100,00),
pois ndo ha adicdo de novas espécies apds pouco menos de 10.000 sequéncias por amostra
(Figura 1).

A inclusdao de VILIGEN™ nas dietas promoveu uma mudanca nas comunidades
bacterianas intestinais de juvenis de tildpia-do-nilo. Os indices de diversidade alfa, Shannon e
Inverse Simpson, indicaram que a diversidade aumentou significativamente com a inclusao de
VILIGEN™ nas dietas (P <0,05). No entanto, a riqueza (Riqueza e Chaol) nao foi afetada pela
inclusdo de VILIGEN™ (Figura 2). Além disso, a andlise da diversidade beta baseada na
distancia de Bray-Curtis demonstrou que os peixes alimentados com niveis de inclusdo de 0,60
e 4,80 g kg! apresentaram perfis de comunidade bacteriana intestinal distintos entre si e em
comparagdo com os peixes do grupo controle (P <0,05). Nao houve outras diferengas de

tratamento no perfil da comunidade bacteriana intestinal (Figura 3).
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Figura 1. Curva de rarefacdo da microbiota intestinal em juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas
contendo 0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg'' de VILIGEN™ ¢ dieta controle sem suplementagdo
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Figura 2. indices de riqueza microbiana (Riqueza e Chaol) e diversidade (Shannon e Inverse Simpson) em
juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo 0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg-1 de VILIGEN™ ¢ uma
dieta controle sem suplementacdo. O asterisco indica diferencas estatisticas quando comparado ao grupo

controle. * = p <0,05; e = outlier.
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O filo mais abundante no intestino da tilapia foi Actinobacteria, que variou de 35,99%
em peixes alimentados com a dieta controle a 38,80 - 42,98% em peixes alimentados com dietas
contendo VILIGEN™, Proteobacteria foi o segundo filo mais abundante e apresentou o mesmo
padrao de comportamento de Actinobacteria, variando de 24,69% nos peixes alimentados com
a dieta controle a 27,47 - 32,21% nos tratamentos alimentados com VILIGEN™, Por outro
lado, o terceiro mais abundante, Fusobacteria, apresentou 21,59% de abundancia relativa nos
peixes alimentados com a dieta controle, enquanto nos peixes alimentados com dietas contendo
VILIGEN™ variou de 3,87 a 9,80%. Os outros filos encontrados no intestino das tilapias neste
estudo foram: Patescibacteria, Chlorofexi, Chlamydiae, Firmicutes, Dependentiae e
Planctomycetes (Figura 4A).

As principais familias microbianas dominantes na digesta de tildpia do Nilo do
presente estudo foram Legionellaceae, Mycobacteriaceae, Micbacteriaceae e Fusobacteriaceae,
respectivamente. A abundancia relativa de Legionellaceae aumentou significativamente (P

<0,05) com a inclusdo de VILIGEN ™ na dieta (Figura 4B).

Figura 3. Composi¢@o da comunidade bacteriana intestinal em juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas
contendo 0,60; 1,20; 2,40 ¢ 4,80 g kg™' de VILIGEN™ ¢ uma dieta controle sem suplementagdo. A escala
multidimensional ndo métrica (NMDS, do inglés non-metric multidimensional scale) ¢ os graficos de analise de
coordenadas principais (PCoA, do inglés principal coordinates analysis) sdo baseados na matriz de
dissimilaridade de Bray-Curtis e incorporam a abundancia de todas as 1.003.306 sequéncias (agrupadas em 74
OTUs) no conjunto de dados. Cada ponto corresponde a uma amostra e as elipses definem os intervalos de
confianga de 95% para cada grupo. Valor de estresse NMDS = 0,137; PCoAl = 0,0354 e PCoA2 = 0,0199;
PERMANOVA: 0,00 vs 0,60 p = 0,026; 0,00 vs 1,20 p = 0,495; 0,00 vs 2,40 p =0,067; 0,00 vs 4,80 p = 0,031.
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Os géneros bacterianos encontrados no intestino de tilapia alimentada com as dietas
experimentais sdo mostrados na Figura 4C. O principal género bacteriano encontrado no

intestino dos peixes de todos os tratamentos foi Legionella. Os peixes alimentados com
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VILIGEN™ apresentaram aumento (P <0,05) na abundancia relativa desse género bacteriano,
variando de 18,71 a 21,87%, quando comparados aos peixes alimentados com a dieta controle
(13,62%). Aquisphaera e Gordonibacter também foram mais abundantes em peixes
alimentados com VILIGEN™ do que o grupo controle (P <0,05). Destaca-se que mais de 20%
das bactérias presentes no intestino de tildpias-do-nilo ndo puderam ser classificadas ou
atribuidas, independentemente dos tratamentos avaliados (Figura 4C).

A andlise univariada complementar usando modelos lineares generalizados (pacote R
'mvabund') revelou oito OTUs cuja abundancia foi significativamente afetada pela
suplementagdo com VILIGEN™, seis deles foram maiores em peixes alimentados com todos
os niveis do aditivo: OTU 13 (Phylum: Protebacteria, Familia: Nao classificado, Género: Nao
atribuido); 28 (Patescibacteria, Nao classificado, Nao atribuido); 29 (Protebacteria,
Legionellaceae, Legionella); 30 (Planctomycetes, Isosphaeraceae, Aquisphaera); 51
(Actinobacteria, Eggerthellaceae, Gordonibacter) e 67 (Planctomycetes, Gemmataceae, Nao
classificado). Enquanto isso, OTUs 46 (Protebacteria, Beijerinckiaceae, Unclassified) e 63
(Protebacteria, Rhizobiales Incertae Sedis, Phreatobacter) foram maiores apenas em peixes
alimentados com 1,20 g kg'! de VILIGEN™. Analises taxondmicas e agrupamento de mapas
de calor mostram os padrdes de distribui¢do dos taxons de bactérias de tilapia quando

alimentados com as diferentes dietas experimentais (Figura 5).

3.2  ENZIMAS DIGESTIVAS

Houve efeito quadratico para a atividade especifica da lipase apenas na porg¢ao
proximal do intestino (Tabela 2), onde a menor atividade foi estimada no nivel de inclusao de
2,50 g kg! do aditivo. Para a porgdo medial, houve efeito quadratico para a atividade especifica
da tripsina, onde a maior atividade foi estimada em 2,50 g kg™ de inclusdo de VILIGENT™, Nio
houve diferengas para as demais enzimas digestivas, independentemente da por¢do intestinal

(Tabela 2).



Figura 4. A abundancia relativa dos filos (A), familias (B) e géneros bacterianos (C) mais dominantes no
intestino de juvenis de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo 0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg™' de
VILIGEN™ ¢ dieta controle sem suplementagdo.
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Figura 5. Representag@o grafica (mapa de calor) das 74 OTUs identificadas no microbioma intestinal de juvenis
de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo 0,60 e 4,80 g kg™' de VILIGEN™ ¢ uma dieta controle sem
suplementag@o. A cor vermelha escura representa maior abundancia, enquanto a cor azul escura representa
menos abundancia.
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Tabela 2. Valores médios de atividade especifica de enzimas digestivas nas regides proximal, medial e distal do
intestino de juvenis de tilapia-do-nilo, apds 60 dias de alimentagdo com dietas contendo niveis crescentes de
VILIGEN™, Valores expressos em U mg de proteina’!.

Regiao intestinal/ Suplementacio de VILIGEN™, g kg™! Pooled Valor de
Atividade SEM Pda
enzimatica 0,00 0,60 1,20 2,40 4,80 regressio
Proximal

Tripsina 0,045 0,051 0,041 0,054 0,061 0,023 0,89
Quimotripsina 0,900 0,823 0,893 0,760 0,944 0,410 0,61
Amilase 2,672 2,683 2,761 1,934 2,690 0,750 0,35
Lipase 1,181 0,998 0,539 0,451 0,997 0,350 0,01!
Medial

Tripsina 0,039 0,046 0,072 0,083 0,047 0,028 0,042
Quimotripsina 0,921 1,095 1,205 1,164 1,085 0,240 0,23
Amilase 2,849 2,681 4,413 3,111 3,113 1,080 0,37
Lipase 1,623 1,561 1,988 1,775 0,752 0,730 0,18
Distal

Tripsina 0,028 0,027 0,014 0,028 0,015 0,012 0,97
Quimotripsina 0,199 0,396 0,448 0,513 0,498 0,190 0,15
Amilase 2,717 3,394 2,598 3,653 2,202 1,290 0,35
Lipase 0,449 0,554 0,603 1,016 1,868 0,390 0,50

! Regressdo polinomial: y = 11,932x2 — 6,1746x + 1,2148; R>=0,93.
2 Regressdo polinomial: y = -0,6954x> + 0,3599x + 0,0355; R>=0,92.

4 DISCUSSAO

Recentemente, o sequenciamento de alto rendimento dos amplicons do gene 16S
rRNA tem sido usado para explorar a diversidade e composi¢ao do microbioma intestinal em
varias espécies de peixes, incluindo espécies de interesse comercial, como a tilapia-do-nilo
(TARNECKI et al., 2017). As pesquisas sdo direcionadas para a modulacdo da microbiota
intestinal, dada a sua grande importancia na saide dos peixes. Uma forma de modular a
microbiota intestinal ¢ adicionando-se aditivos nas ragdes. De fato, os resultados do presente
estudo indicam que o uso combinado de butirato de sddio, levedura hidrolisada desidratada e
proteinato de zinco afetam a diversidade e o perfil do microbioma intestinal da tilapia,

especialmente quando alimentada com dieta suplementada com 0,60 e 4,80 g kg' de



76

VILIGEN™, Este ¢ o primeiro estudo avaliando o efeito da suplementagdo de VILIGEN™ na
comunidade bacteriana do intestino em peixes, sendo que os resultados fornecem uma melhor
compreensdo do efeito desse aditivo na diversidade e composi¢ao da microbiota intestinal da
tilapia-do-nilo.

A adi¢do de levedura fermentada em dietas para carpa capim, Ctenopharyngodon
idellus, alterou a diversidade beta da comunidade bacteriana intestinal, quando comparados aos
peixes alimentados com dietas sem levedura (LIU et al., 2018). Os resultados com a tilapia-do-
nilo confirmam tais achados, uma vez que a analise de Bray-Curtis demonstrou uma separagao
nos perfis das comunidades bacterianas intestinais nos niveis de inclusio de 0,60 e 4,80 g kg™!,
que apresentaram perfis diferentes dos demais tratamentos. Além disso, todos os niveis de
inclusdo do aditivo também promoveram as maiores taxas de diversidade (Shannon e Inverse
Simpson) na comunidade microbiana de tilapia-do-nilo.

Actinobacteria, Proteobacteria e Fusobacteriam foram os filos mais dominantes no
trato digestivo da tildpia-do-nilo, respectivamente. Anteriormente, tildpias alimentadas com
dietas suplementadas com leveduras inativas ou vivas também apresentaram o filo
Proteobacteria ¢ Fusobacteria entre os mais abundantes (RAN et al., 2015). No entanto, os
autores identificaram o filo Bacteroidetes como um dos mais abundantes, o que nao foi
encontrado no intestino da tildpia no presente estudo. Essa condi¢cao também foi1 verificada em
carpas alimentadas com dietas contendo levedura fermentada: aumento na abundancia relativa
do filo Actinobacteria, bem como reducao do filo Fusobacteria (LIU et al., 2018), que também
apresentou baixa abundancia no presente estudo nos peixes alimentados com as dietas contendo
VILIGEN.

Outro fator que pode ter contribuido para o aumento dos filos Proteobacteria e
Actinobacteria pode estar relacionado a presenca de butirato de sédio no VILIGEN™, uma vez
que tal achado também foi relatado em “turbot”, Scophthalmus maximus, quando alimentado
com dietas contendo 0,02 g kg™! de butirato de sodio (LIU et al., 2019). Provavelmente ambos,
butirato de sodio e levedura, favorecem o crescimento de bactérias de tais filos, uma vez que
estudos anteriores que avaliaram a suplementacdo desses compostos isoladamente (LIU et al.,
2019; LIU et al., 2018; RAN et al., 2015) ou em combinag¢do, como no presente estudo, também
registraram maior abundancia relativa de Proteobacteria e Actinobacteria. Os resultados
positivos quanto a modulacdo do microbioma intestinal com butirato de s6dio podem estar
ligados a sua capacidade acidificante (LUCKSTADT, 2008), reduzindo o pH intestinal e
inibindo o crescimento excessivo de bactérias patogénicas, o que acaba favorecendo o

crescimento de bactérias benéficas (HOSEINIFAR et al., 2016). A levedura hidrolisada, por
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sua vez, € rica em B-glucanos, mananoligossacarideos e nucleotideos, que favorecem o sistema
imunoldgico dos peixes (SONG et al., 2014), modulando a satde intestinal e o microbioma
(SAKAIl et al., 2001; GIL, 2002 , SONG et al., 2014; AKTER et al., 2016; JAYACHANDRAN
et al., 2018; CARBALLO et al., 2019), bem como o desenvolvimento e as funcionalidades do
intestino (HAHOR et al., 2019; TIE et al., 2019).

Dentro do filo Actinobacteria encontram-se os géneros Collinsela, Bifidobacterium
(considerada uma bactéria probidtica) (TREMAROLI; BACKHED, 2012), Actinomyces
(degradadores de celulose) (YE et al., 2013), e Aurantimicrobium, que foi recentemente descrito
e sequenciado (NAKAI et al., 2016; NAKAI et al., 2015). Este ultimo foi um dos géneros mais
abundante do filo Actinobacteria no presente estudo. As bactérias desse filo sdo conhecidas por
serem bactérias quimiorganotroficas obrigatdrias, que prosperam em ambientes com
disponibilidade de compostos organicos, além de produzir uma variedade de compostos
bioativos importantes na induastria farmacéutica e de ragdes, como enzimas, antibidticos,
compostos anti-inflamatoérios e inibidores de enzimas (SHIVLATA; SATYANARAYANA,
2015). Assim, ¢ possivel sugerir que os compostos presentes no VILIGEN™ promoveram o
crescimento de bactérias deste filo, principalmente as do género Aurantimicrobium, por serem
mais abundantes em peixes que receberam o aditivo na dieta, exceto naqueles alimentados com
4,80 g kg! de aditivo.

Por outro lado, todos os niveis de inclusdao de VILIGEN™ apresentaram diminuigao,
embora ndo significativa, na abundancia do género Cetobacterium (OTU 5), tUnico
representante do filo Fusobacteria. Esta diminui¢do foi consequéncia do aumento geral da
abundancia relativa dos filos Actinobacteria, Proteobacteria, Planctomycetes e Patescibacteria.
Bactérias do filo Fusobacteria, especialmente aquelas do género Cetobacterium, estao entre as
mais abundantes em peixes de 4gua doce, como relatado na carpa cruciana japonesa Carassius
cuvieri, carpa capim Ctenopharyngodon idella, carpa-cabeguda, Hypophthalmichthys nobilis
(LT et al., 2014), bagre-do-canal Ictalurus punctatus, “bluegill” Lepomis macrochirus
(LARSEN et al., 2014 jundia Rhamdia quelen (PEREIRA et al., 2020) e tilapia-do-nilo
(TSUCHIYA et al., 2007). Este grupo ¢ nativo do intestino dos peixes de agua doce e esta
ligado a producdo de vitamina B> (SUGITA et al., 1991a, b). Embora Cefobacterium tenha
mostrado menor abundancia relativa geral em peixes alimentados com todos os niveis de
VILIGEN™, ainda ¢ a quarta bactéria mais abundante no intestino desses animais, portanto,
ainda desempenha um papel importante na microbiota intestinal.

Houve um aumento na abundancia da bactéria Legionella (Proteobacteria) em peixes

alimentados com VILIGEN™, Este género compreende mais de 50 espécies, algumas das quais
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estdo associadas a doengas humanas (BURSTEIN et al., 2016). No entanto, as bactérias do filo
Proteobacteria, incluindo o género Legionella, estdo intimamente relacionadas aos ciclos de
nitrogénio e fosforo (KEEN; HOFFMAN, 1984; KLOOS et al., 1995). Li et al. (2019) relataram
que o uso de substratos artificiais no sistema de criagcdo da carpa-capim aumentou a abundancia
de bactérias do filo Proteobacteria, envolvidas no ciclo do fosforo e do nitrogénio, como
Legionella, Hyphomicrobium, Chitinimonas, Roseiflexus e Planktothrix. Além disso, os autores
relataram melhora no crescimento e conversao alimentar da carpa, mesmo apds um aumento na
densidade de estocagem de peixes. Bactérias do género Legionella podem produzir a enzima
lipase (ARSLAN-AYDOGDU; KIMIRAN, 2018; BAINE, 1985), algumas com capacidade de
produgdo intracelular e extracelular (ARAGON et al., 2000). Assim, especula-se que a
diminuicdo da lipase na por¢ao proximal do intestino dos juvenis alimentados com o aditivo
alimentar pode estar ligada ao aumento da produgdo de lipase pela bactéria Legionella, a qual
apresentou maior abundancia relativa nos peixes alimentados com VILIGEN™ e¢ foi o género
de bactéria mais abundante nos peixes alimentados com o aditivo alimentar, diminuindo assim
a necessidade da produg¢do de lipase enddgena. No entanto, o efeito do aumento da abundéancia
relativa de bactérias desse género na fisiologia e no microbioma intestinal dos peixes ndo ¢
claro e sugere-se mais investigagdes, uma vez que, como mencionado acima, algumas espécies
de Legionella sao patogénicas ao homem.

Pode haver uma relagdo entre o nivel de enzimas proteases e carboidrases no intestino
e a abundancia do género Aquisphaera, uma vez que este género foi encontrado no intestino de
tilapia-do-nilo alimentada com dietas contendo proteases exdgenas e carboidratos, enquanto
sua presenca nao foi observada em peixes alimentados com dieta controle ou dieta com adigao
de fitase (ADEOYE et al., 2016). No presente estudo, houve um aumento significativo da
tripsina na por¢ao medial do intestino e, em paralelo, na abundéncia relativa de Aquisphaera
em tildpia-do-nilo alimentada com VILIGEN™, o que corrobora os achados de Adeoye et al.
(2016). De fato, a bactéria Aquisphaera demonstrou atividade de tripsina em meio de cultura
(BONDOSO et al., 2011), o que poderia explicar a maior atividade de tripsina em peixes
alimentados com dietas suplementadas com VILIGEN™. Este aumento na atividade da tripsina
pode ter favorecido o maior crescimento relatado anteriormente em peixes alimentados com
VILIGEN™ (PESSINI et al., 2021), mas seria importante realizar uma avaliagdo da
suplementagao dietética de VILIGEN™ na digestibilidade de nutrientes, enzimas digestivas e
microbioma intestinal para confirmar tal hipotese. Além disso, ndo estad clara a relacdo das
bactérias do género Aquisphaera com a homeostase do microbioma intestinal em peixes. O

conhecimento sobre esse género, que so6 foi descrito em 2011, € limitado, sendo isolado de um
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aquario de agua doce contendo peixes da espécie Pseudotropheus lombardoi e a planta
ornamental Anubias barteri (BONDOSO et al., 2011). Assim, mais estudos sdo necessarios
para verificar a atividade de bactérias desse género no microbioma intestinal e sua contribui¢ao
no processo de digestao em tilapia-do-nilo.

O género Bacillus também pode ter contribuido para o aumento da atividade da tripsina
na por¢do medial do intestino, uma vez que sua abundancia foi aumentada em peixes
alimentados com VILIGEN™, Ainda, estd bem documentado que este género de bactéria ¢ uma
fonte importante de enzimas microbianas (RAY et al., 2012) com agao probidtica, que atuam
inibindo o crescimento de bactérias patogénicas e secretando enzimas que auxiliam na digestao
e, consequentemente, melhoram a absor¢do de nutrientes no intestino (PEREZ-SANCHEZ et
al., 2014). Um estudo in vitro evidenciou que as bactérias Bacillus circulans, Bacillus pumilus
e Bacillus cereus isoladas de carpa rohu Labeo rohita, sao produtoras de enzimas proteoliticas
(GHOSH et al., 2002). Assim, sugere-se que o aumento da atividade da tripsina na por¢ao
medial do intestino da tilapia pode estar relacionado a sua producdo exogena pelas bactérias
Bacillus e Aquisphaera, que apresentaram maior abundancia nos peixes alimentados com dietas
contendo VILIGE™.,

O efeito benéfico do uso de minerais organicos em dietas para peixes foi evidenciado
pela melhora no desempenho e proliferacao de células do sistema imunolédgico (IBS; RINK,
2003; APINES-AMAR et al., 2004; RINK; HAASE, 2007; LIN et al., 2013). No entanto, ha
conhecimento limitado sobre a influéncia da suplementacdo dietética de zinco na microbiota
intestinal utilizando-se a técnica de sequenciamento de 16 rRNA. Com o emprego de outras
técnicas, parece haver uma relagdo clara entre altas doses de zinco na dieta e um aumento na
abundancia de enterobactérias (Proteobacteria) e uma diminui¢do em Lactobacillus
(Firmicutes) no intestino de leitdes desmamados (HOJBERG et al., 2005; BROOM et al., 2006).
Este fato pode explicar a baixa abundancia do filo Firmicutes, bem como o aumento de bactérias
do filo Proteobacteria no presente estudo. No entanto, vale ressaltar que niveis a partir de 334
mg kg! de zinco nas dietas sdo prejudiciais a tildpia, reduzindo o crescimento e a absorcio de
ferro, calcio e magnésio (HUANG et al., 2015) e, no presente estudo, o zinco variou de 140
mg kg na dieta controle a 191 mg.kg™! na dieta com maior inclusio de VILIGEN™,

Usando a técnica de sequenciamento de alto rendimento em frangos alimentados com
dietas contendo fontes organicas (proteinato de zinco) ou inorganicas (ZnSQO4) de zinco, foram
relatadas maior abundancia de bactérias do filo Proteobacteria e diminuicao de bactérias do
género Lactobacillus (Firmicutes) em aves alimentadas com proteinato de zinco

(BORTOLUZZI et al., 2019). Tal efeito nao foi evidente em aves alimentadas com uma fonte
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inorganica, sugerindo que a fonte de zinco afeta o microbioma intestinal (BORTOLUZZI et al.,
2019). No entanto, especula-se que este efeito do zinco contra Lactobacillus ndo se aplica a
todas as espécies do género, mas a algumas especificas, uma vez que apenas a abundancia de
Lactobacillus amylovorus diminuiu, enquanto outras espécies nao foram afetadas nos leitdes
desmamados (STARKE et al., 2013).

As descobertas do presente estudo sugerem que o aditivo pode ser eficaz na modulacao
do microbioma intestinal e na diminui¢do da suscetibilidade a infecgdes causadas por bactérias
patogénicas. No entanto, o porqué de apenas as doses extremas testadas foram capazes de

modular a microbiota intestinal, permanece obscuro.

5 CONCLUSAO

Este estudo descreve pela primeira vez uma andlise de alto rendimento da diversidade
do microbioma intestinal de tilapia-do-nilo, quando alimentada com dietas suplementadas com
VILIGEN™, demonstrando efeitos benéficos do aditivo na modulacdo da comunidade
bacteriana intestinal. A suplementacdo do aditivo alimentar foi eficaz para aumentar a
diversidade alfa e beta de espécies bacterianas no intestino de tildpia-do-nilo, o que pode indicar
menor suscetibilidade a disbiose microbiana. Além disso, os peixes alimentados com
VILIGEN™ mostraram maior atividade da tripsina, que pode estar ligada a producao exogena

por bactérias presentes no trato intestinal.
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CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo do aditivo alimentar VILIGEN™ promoveu resultados positivos em
varios parametros avaliados para a tilapia-do-nilo. Houve clara melhora no ganho em peso ¢
taxa de crescimento especifico, independente do nivel suplementado. Ainda, foi possivel
estimar o melhor nivel de suplementacio para o maior ganho em peso, que foi de 2,80 g kg™ de
VILIGEN™, O mesmo comportamento foi verificado nos parametros histomorfométricos do
intestino, sendo estimada a suplementac¢io de 3,30 e 3,50 g kg™! de VILIGENT™, para o maior
perimetro das dobras intestinais € maior nimero de células caliciformes na regido proximal,
respectivamente.

Em relacdo as respostas imunes, apenas a imunoglobulina total, ap6s o desafio
bacteriano, foi influenciada pela inclusao do aditivo na dieta, resultando em resposta linear
decrescente aos niveis crescentes de inclusdo do aditivo. Nao houve influéncia da
suplementagdo dietética com VILIGEN™ nos demais parametros imunes avaliados antes e
apos o desafio contra Streptococcus agalactiae, bem como na sobrevivéncia apos o desafio.

A inclusdao do aditivo alimentar promoveu maior diversidade alfa na comunidade
bacteriana do intestino de juvenis de tilapia-do-nilo. Além disso, os peixes alimentados com as
dietas contendo 0,60 e 4,80 g kg'! apresentaram perfil microbiano diferente em relacdo aos
peixes alimentados sem o aditivo, indicando menor susceptibilidade a disbiose microbiana
intestinal. Destaca-se que muitas espécies de bactérias no intestino de tilapias-do-nilo do
presente estudo ndo estdo classificadas ou atribuidas. Por fim, os peixes alimentados com
VILIGEN™ apresentaram maior atividade da enzima tripsina na regido medial do intestino,
possivelmente relacionada a modulacao bacteriana intestinal.

Esta tese constitui parte de uma parceria firmada entre a empresa Alltech Inc.
(Nicholasville, EUA) e a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC-Brasil), sob
coordenagao da Professora Débora Machado Fracalossi. Como continuagao a este estudo, serao
realizados novos experimentos, visando melhor elucidar o efeito do periodo de suplementacao
versus niveis de inclusdo do aditivo nas respostas imunes, microbiota intestinal, crescimento e

digestibilidade de nutrientes para tildpia-do-nilo.
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