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RESUMO GERAL

A expansdo da aquicultura baseia-se em cultivos cada vez mais intensivos
aumentando a exposicdo dos animais as elevadas condicbes de estresse,
comprometendo o sistema imunolégico e fazendo com que se tornem alvos de
patdgenos. A utilizacdo de alimentos funcionais apresenta boas perspectivas
guanto a melhora no desempenho produtivo e resisténcia as doencas na
aquicultura. Entretanto, seus mecanismos de atuacao ainda sédo pouco conhecidos.
Por isto, o presente estudo avaliou o efeito do uso de aditivos derivados de
levedura, Saccharomyces cerevisiae, no cultivo de pacus (Piaractus
mesopotamicus) e tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Inicialmente foi avaliado
0 uso de parede celular de levedura e levedura selenizada (fonte de selénio
organico) no cultivo de pacus. Os animais foram distribuidos em grupos que
receberam dietas controle, com parede de levedura, levedura selenizada, levedura
selenizada + parede celular de levedura. Neste experimento, oS animais que
receberam levedura selenizada na dieta mostraram melhores resultados para a
atividade respiratéria dos leucocitos e lisozima. O uso da parede de levedura elevou
o cortisol. Entretanto, o uso de levedura selenizada juntamente com parede celular
de levedura manteve elevadas as respostas imunolégicas. Um segundo
experimento foi realizado com a utilizacdo de parede celular de levedura, levedura
selenizada e levedura viva (S. cerevisiae) no cultivo de tilapias-do-Nilo. O uso em
conjunto dos imunoestimulantes testados incrementaram o sistema imunolégico
inato da tilapia, entretanto, concluimos que o uso da parede celular de levedura
requer precaucdes quanto a sua utilizacdo, uma vez que pode elevar o nivel de

cortisol plasméatico no sangue dos peixes.

PALAVRAS-CHAVE: aquicultura, selénio-levedura, alimento funcional;
imunoestimulantes.
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GENERAL ABSTRACT

The expansion of aquaculture is based on increasingly intensive crops increasing
the exposure of animals to high stress conditions, compromising the immune system
and causing them to become targets of pathogens. The use of functional foods
shows good prospects regarding the improvement in productive performance and
resistance to diseases in aquaculture. However, their mechanisms of action are still
poorly understood. Therefore, the present study evaluated the effect of the use of
yeast-derived additives, Saccharomyces cerevisiae, on the cultivation of pacus
(Piaractus mesopotamicus) and Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Initially, the use
of yeast and selenized yeast cell walls (source of organic selenium) in the cultivation
of pacus was evaluated. The animals were distributed in groups that received
control diets, with yeast wall, selenized yeast, selenized yeast + yeast cell wall. In
this experiment, animals that received selenized yeast in the diet showed better
results for the respiratory activity of leukocytes and lysozyme. The use of the yeast
wall elevated the cortisol. However, the use of selenized yeast along with yeast cell
wall maintained high immunological responses. A second experiment was carried
out with the use of yeast cell wall, selenized yeast and living yeast (S. cerevisiae) in
the cultivation of Nile tilapia. The combined use of the immunostimulants tested
increased the innate immune system of the tilapia, however, we concluded that the
use of the yeast cell wall requires precautions regarding its use, since it can increase

the level of plasma cortisol in the blood of the fish.

KEY-WORDS: aquaculture, selenium-yeast, functional food, immunostimulants.
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CONSIDERACOES INICIAIS

A piscicultura apresenta continuo crescimento no cenario mundial (FAO,
2018). Entretanto, o estresse promovido pelas atuais condi¢des de criacdo impede
0 maximo potencial produtivo dos peixes e abre portas para a multiplicacao e
invasado de patdgenos que muitas vezes se propagam entre fazendas de producao
através da agua do cultivo, causando mortalidade, perdas econémicas e riscos
ambientais (Nayak, 2010; Cerezuela et al., 2012; Telli et al., 2014; Ben Hamed et
al., 2018). No Brasil, a piscicultura apresenta as mesmas perspectivas de
crescimento do cenario mundial, com a criacdo de peixes representando 70,9% do
pescado produzido, totalizando 507x10% em 2016 (IBGE, 2016).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (LINNAEUS, 1758), € o segundo
peixe de agua doce mais produzido no mundo, sendo superado apenas pela
criacdo de carpas (FAO, 2018). No Brasil, esta é a espécie de maior importancia
econdmica com 239x10% despescadas em 2016, representando 47,1% do total de
peixes produzidos no Pais (IBGE, 2016). Outra espécie de destaque na piscicultura
brasileira é o pacu (Piaractus mesopotamicus) (HOLMBERG, 1887), uma espécie
oriunda das bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai, mas que tem uma vasta
distribuicdo pelo pais (Castagnolli, 1992). Tanto a tilapia quanto o pacu apresentam
Otimas caracteristicas de producdo para regides tropicais, como rapida taxa de
crescimento, adaptabilidade aos diversos sistemas de criagcéo e boa aceitacao de
mercado consumidor (Zimmermann e Fitzsimmons, 2004; Bombardelli e Hayashi,
2005; Jomori et al., 2005; Urbinati, Gongalves e Takahashi, 2010).

Nos peixes, 0 trato intestinal acomoda uma ampla variedade de
microrganismos, entre eles patdgenos oportunistas provenientes da dieta e da dgua
circundante e por isto, deve manter a integridade anatémica e funcional de suas
frageis estruturas e apresentar um sistema imune efetivo para impedir eventual
invasao por agentes infecciosos (Elia e Souza, 2001; Ringg et al., 2010; Makesh et
al., 2015).

A bactéria gram-negativa Aeromonas hydrophila é parte integrante da
microbiota intestinal de peixes e € um dos principais patdgenos na aquicultura

(Singh et al., 2008; Stratev et al., 2015). Em animais imunossuprimidos, este

Caunesp
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microrganismo provoca septicemia hemorragica, caracterizada pela presenca de
lesBes e hemorragias, principalmente nos 6rgaos internos, branquias e opérculos,
com elevadas taxas de mortalidade (Castro-Escarpulli et al., 2003; Garcia e
Moraes, 2009). Ainda, este patdbgeno merece atencdo por ser eventualmente
transmitido aos seres humanos, através do contato com a agua ou peixes

contaminados (Zhang et al., 2003; Parker et al., 2011).

E conhecido que o fortalecimento dos mecanismos imunoldgicos e a
criacdo de barreiras a permanéncia de microrganismos indesejaveis ao longo do
trato intestinal pode dificultar a acdo de patdégenos e prevenir surtos de mortalidade
nas pisciculturas (Deivasigamani e Subramanian, 2016; Wang et al., 2016; Das et
al., 2017; Dawood et al., 2017; Jahangiri e Esteban, 2018). Por isto, nos ultimos
anos, inumeras pesquisas foram feitas em busca da avaliagdo de alimentos
funcionais e da compreensao de seus mecanismos de atuacao (Ringg et al., 2010;
Cruz et al., 2012; Ringg et al.,, 2012; Barman et al., 2013; Navarrete e Tovar-
Ramirez, 2014; Song et al., 2014; Akhter et al., 2015; Carbone e Gaggio, 2016;
Dawood e koshio, 2016; Bahi et al., 2017; Hoseinifar et al., 2018). Embasando a
industria de alimentos quanto a fabricacdo, logistica, comercializacdo e
administracdo de compostos imunoestimulantes em diferentes etapas da criacédo

dos peixes.

Assim, este trabalho teve como objetivo inicial, descrever os principais
mecanismos de atuacdo da levedura, Saccharomyces cerevisiae, e dos seus
componentes celulares utilizados como imunoestimulantes na aquicultura. Em
seguida, buscou-se avaliar o efeito do uso em conjunto da parede celular de
levedura e levedura selenizada (fonte de selénio organico) na criacao do pacu. Os
resultados encontrados mostraram importantes beneficios do uso destes aditivos
funcionais. Entretanto, encontramos resultados inesperados e por isto, um segundo
experimento foi realizado para testar novas hipéteses. Neste segundo experimento,
avaliamos novamente o uso dos aditivos anteriormente testados e acrescentamos
0 uso de levedura viva em busca da compreensao dos mecanismos de atuacao

destes alimentos funcionais na criacdo da tilapia-do-Nilo.
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O uso de Saccharomyces cerevisiae e seus derivados na

aquicultura

RESUMO

Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais utilizada como alimento funcional na
aquicultura. Seus efeitos benéficos consistem em melhora na integridade intestinal,
no desempenho produtivo, resposta imunoldgica, resisténcia ao estresse e
atividade antioxidante. Sua capacidade de bioenriquecimento com selénio, 0s
nucleotideos e imunossacarideos presentes em sua composigao, como [3-glucanos
e mananoligossacarideos tém modos distintos de atuacdo sobre o desempenho
produtivo e a saude de peixes e podem ser utilizados como produtos comerciais
independentes em busca de efeitos especificos. A presente revisdo contempla de
forma abrangente o modo de atuagéo da levedura S. cerevisiae em sua forma
integra ou dos seus componentes funcionais na producéo de peixes. Foi feita uma
compilacdo de trabalhos que abordam a utilizacdo da levedura sobre os aspectos
biotecnolégicos, nutricionais e imunolégicos, assim como, 0s principais

mecanismos envolvidos na sua atuacao.

PALAVRAS-CHAVE: Aquicultura; Selénio-levedura; Alimento funcional,

Imunoestimulante
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1. Introducéo

A aquicultura é o setor da producdo animal que mais cresce no mundo.
Entre 1961 e 2016 a atividade cresceu em média 3,2% ao ano, superando a
producao de carne de todos os animais terrestres combinados (2,8%) e fornecendo
53% do pescado utilizado para alimentacdo humana (FAO, 2018).

Apesar da reducgédo na taxa de crescimento nos ultimos anos, a aquicultura
apresenta 6timas perspectivas para o futuro, impulsionada pela introducéo de
novas espécies, avangos nas técnicas de criacdo, pelo crescimento populacional e
sua demanda por proteina animal de alta qualidade e pela caréncia de pescado
oriunda da pesca extrativa, reflexo da gestdo inadequada da atividade pesqueira
(Fao, 2013; Schlag e Ystgaard, 2013; Bush et al., 2018; Bush e Oosterveer., 2019;
Brooks e Conkle, 2019).

A elevada intensificacéo da producao aquicola ao longo dos anos elevou o
tempo de exposicdo dos animais a condicdo de estresse, comprometendo o
sistema imunolégico e tornando-os alvos de patégenos como virus, bactérias,
fungos e parasitos (Nayak, 2010; Cerezuela et al., 2012; Telli et al., 2014; Ben
Hamed et al., 2018). A utilizac&o indiscriminada e sem critérios de antimicrobianos
na prevencdo de doencas ou como promotores de crescimento, resultam em
poluicdo ambiental (Ganner e Schatzmayr, 2012; Ayandiran et al., 2014), no
acumulo de residuos de farmaco nos peixes (Lim e Webster, 2006), e promovem a
resisténcia de microrganismos patogenos (Wood, Gold e Moellring-Jr, 1996;
Balcazar et al., 2006), representando também risco para a saude humana

(Kersarcodi-Watson et al., 2008).

Neste contexto, a busca por alternativas ao uso de antimicrobianos
despertou o interesse das instituicdes de pesquisa e do mercado para a avaliacao
de suplementos dietéticos funcionais que promovam uma melhoria na resposta
imunoldgica e no desempenho produtivo de peixes (Cruz et al., 2012; Barman et
al., 2013; Navarrete et al., 2014; Carbone e Gaggio, 2016; Hoseinifar et al., 2018).
Dentre estes produtos, a levedura S. cerevisiae e seus derivados celulares como,
a parede celular, B-glucanos, mananoligossacarideos (MOS) e nucleotideos

destacam-se por seus efeitos positivos na criagcdo de peixes e ja se consolidam
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como importantes componentes dietéticos em sistemas intensivos de criagdo (Das
et al., 2017; Dawood et al., 2017; Wang et al., 2017; Jahangiri e Esteban, 2018).

Na aquicultura, células vivas de S. cerevisiae so utilizadas como alimento
funcional promovendo beneficios na restauracdo da homeostase intestinal, no
combate a infeccdo por patégenos e no aumento da resposta imune inata,
desempenho produtivo e controle de aflatoxinas em peixes e camardes (Abdel-
Tawwab et al., 2008; Selim, El-hofy e Khalil, 2013). Além disso, as leveduras tém a
vantagem de nao serem afetadas por farmacos bactericidas, o que pode ajudar no
restabelecimento da microbiota normal apdés o tratamento com estes farmacos
(Perez-Sanchez et al., 2013).

As leveduras também séo capazes de assimilar elevadas concentracdes
minerais do ambiente que podem ser incorporados a aminoacidos em pouco tempo,
tornando-os mais disponiveis quando fornecidos em dietas de animais (Schrauzer,
2000; Tapiero et al., 2003; Rayman, 2008; Mansour et al., 2017; Guo et al., 2018).
Sua parede celular contém importantes polissacarideos que estimulam a resposta
imunologica no organismo hospedeiro (Minami, et al., 2011; Vallejos-Vidal et al
2016), e atuam como um prebiotico ou seja, um componente alimentar ndo digerivel
gue estimula seletivamente o crescimento e a atividade de um namero limitado de
espécies bacterianas ja residentes no trato intestinal (Gibson e Roberfroid, 1995;
Dimitroglou et al., 2009).

Sao notaveis na literatura cientifica a grande quantidade de beneficios
promovidos pelos aditivos funcionais na saude dos animais cultivados (Tafalla,
Bagwald e Dalmo, 2013; Lazado et al., 2014; Ramos et al., 2015; Spring et al.,
2015; Deivasigamani e Subramanian, 2016; Giri et al., 2016; Vallejos-Vidal et al.,
2016; Nawaz et al.,, 2018). Embora estes estudos fornecam informacoes
importantes sobre as consequéncias isoladas do seu uso, a compreensdao dos
mecanismos envolvidos na protecdo dos animais ainda é limitada. Desta forma, o
uso de imunoestimulantes que possuem mecanismos de atuacao diferentes néo
pode ser justificado devido a lacuna no conhecimento do seu modo de acdo. Assim,
torna-se imprescindivel maior esclarecimento destes mecanismos para elucidar

seus efeitos na saude dos peixes de producéo.
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Além disso, apesar da grande quantidade de trabalhos cientificos ja
publicados, ainda ndo existe revisao de literatura que aborde a utilizacdo de S.
cerevisiae na aquicultura. Por isto, o objetivo deste capitulo foi descrever o estado
da arte do uso da levedura S. cerevisiae e dos componentes derivados da sua
célula na criacdo de peixes, seja como imunoestimulante ou como promotor de

crescimento.

2. Saccharomyces cerevisiae

As leveduras sao fungos unicelulares que tem uma ampla distribuicao
geografica em reflexo a facil disseminacao pelos animais, correntes de ar e agua
(Gatesoupe, 2007). Na natureza, sdo encontradas onde substratos organicos estao
disponiveis como no solo, folhas, frutos e no trato gastrointestinal de animais,
incluindo peixes (Kurtzman, 2010; Navarrete e Tovar-Ramirez, 2014). O género
Saccharomyces constitui o grupo de fungos cujo principal representante € a
levedura S. cerevisiae, uma espécie cujo tamanho varia entre 5 a 10 microns,
cosmopolita, que tem importancia como ferramenta biotecnolégica na industria
farmacéutica, nos setores voltados a alimentacdo humana e animal e em processos
fermentativos para a producdo de bebidas alcodlicas (Moslehi-Jenabian et al.,
2010; Goddard e Greig, 2015; Farid et al., 2019).

A utilizacdo de S. cerevisiae na producdo de alimentos e bebidas
fermentativas a tornou conhecida como levedura de panificacdo ou levedura de
cerveja. Para a industria de alimentos, a levedura € considerada um ingrediente de
facil manipulacdo em condi¢fes laboratoriais, osmotolerante e termotolerante, com
baixo custo de aquisicéo e, devido a sua longa histéria de aplicacdo na industria de
produtos alimenticios, € classificada como um organismo GRAS (Generally
Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration) americano, sendo

nao-patogénico.

A facilidade de manejo em laboratério, aliada as caracteristicas bioldgicas,
como o ciclo de vida e formas de reproducdo fez com que a S. cerevisiae se

tornasse um microrganismo amplamente estudado em relacéo a biologia da célula
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eucaridtica e, consequentemente, da biologia humana e animal (Landry et al., 2006;
Legras et al., 2007).

O melhoramento genético das estirpes de levedura nos ultimos 50 anos
decorreu dos avancos de poderosos métodos laboratoriais que permitiram alterar
geneticamente sua estrutura molecular. Aliado a isto, foi descoberto que a levedura
tem um alto grau de conservacéo estrutural e funcional entre genes e proteinas de
mamiferos e isto incentivou ainda mais pesquisas sobre o tema e o crescimento no

namero de pesquisadores que a utilizam como modelo experimental (Rine, 1989).

As células de levedura se multiplicam rapido, por divisdo, o que ocorre uma
vez a cada 90 minutos em condi¢cdes de laboratério (Bergman, 2016). Sua
reproducdo pode ser tanto sexuada como assexuada, esta ultima, envolve dois
processos: a mitose e a meiose. A mitose ocorre em condi¢gdes normais, onde ha
disponibilidade de nutrientes e origina duas células idénticas e diploides com 32
cromossomos (Hartwell, 1974). Durante a interfase, na fase G1 (gap 1) da divisao
celular, as células sintetizam proteinas e aumentam seu volume. Se a célula
diploide atingir o tamanho ideal e houver disponibilidade de nutrientes, ocorre uma
divisdo no nucleo, passando pelas fases S (Sintese de DNA), em que fica
temporariamente quadripléide, segue para a fase G2 (gap 2) e, por fim, atinge a
fase M (mitose), gerando uma protuberancia ou broto que recebe um dos nucleos

gerado pela célula mae (Rine, 1989; Michels, 2002).

Entretanto, se faltar carbono e nitrogénio ou se a levedura ndo atingir o
tamanho critico na fase G1 da interfase, havera uma interrupcéo da diviséo celular
e as células deixam o ciclo mitotico e entram em um ciclo meiético, o que leva a
esporulacao na fase S (brotamento). A formacé&o de esporos no ciclo de vida de S.
cerevisiae € uma das diversas respostas adaptativas que o microrganismo utiliza
para superar ambientes adversos. Nesta forma, as células podem permanecer
estaticas por longos periodos de tempo no ambiente com pouca perda de
viabilidade biolégica, mantendo suas caracteristicas estruturais e fisiolégicas (Rine,
1989; Michels, 2002).

A germinacdo do esporo ocorre quando ha novamente abundancia de
nutrientes no meio. Neste caso, o0 broto cresce progressivamente durante a fase

G2 e M. A citocinese ocorre imediatamente no final da fase M ou inicio da fase G1
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(Hartwell, 1974). Este esporo (ascoporo) contém quatro células filhas haploides, ou
seja, com metade do material genético original, e cada uma das células no seu

interior pode ser do tipo “a” ou tipo “a” (Rine, 1989; Bergaman, 2001; Michels,
2002;).

[{ Pt

Células adultas do tipo “a” ou tipo “a” liberam fatores de acasalamento que
sdo reconhecidos por receptores na membrana de células tipo “a” ou tipo “@”
(Hartwell, 1974). As células se projetam na mesma dire¢do e inicia-se a reproducao
sexuada. Neste tipo de reproducdo, as células se fundem e originam uma nova
célula diploide “ala” (Rine, 1989). Essas células tem a capacidade de responder a
privacdo de nitrogénio ao se submeter a esporulacdo por meiose e quando 0s
nutrientes estdo novamente disponiveis, 0s esporos germinam e entram no ciclo
mitotico novamente (Rine, 1989; Michels, 2002).

O fato de todos os quatro produtos de uma Unica meiose serem
encontrados no mesmo asco e cada um poder ser separado, crescido em uma
colbnia e testado por suas propriedades é o aspecto mais importante do ciclo de
vida da levedura para os geneticistas (Rine, 1989). Além disso, a existéncia de tipos
de células hapldides e diploides estaveis significa que o pesquisador pode cultivar
um grande numero de individuos isogénicos e usa-los para a analise do fenoétipo

por meio de analises citologicas ou bioquimicas (Michels, 2002).

Wang et al., (2017) e Zhou et al., (2018) introduziram genes da 3-caroteno
hidroxilase (CrtZ) e B-caroteno cetolase (bkt - CrtW) em S. cerevisiae e as clonaram
para criar cepas super produtoras de astaxantina, um carotenoide altamente
valorizado por sua atividade antioxidante. Yan et al., (2015) e Han et al.; (2018)
também obtiveram sucesso ao utilizar cepas de S. cerevisiae recombinante como
transportadoras de DNA em vacina oral para Carassius auratus. A mesma técnica
foi utilizada por Wi et al., (2015) e Cho et al., (2017) ao produzir uma proteina do
capsideo do virus RGNNV na levedura e utiliza-la como vacina oral para
Epinephelus septemfasciatus. Marques et al. (2004) mostraram que a manipulacao
das caracteristicas genéticas da S. cerevisiae também pode alterar suas qualidades
digestivas para artémias. Soltanian et al., (2007), também selecionaram um
conjunto de leveduras isogénicas, com delecédo de genes envolvidos na sintese de

parede celular e avaliaram suas caracteristicas nutricionais e imunoestimuladoras
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para artemias. Os autores observaram que as leveduras com a parede celular
composta por menos mananoproteinas e mais glucana e quitina sao facilmente
digeridas e protegem de forma mais eficiente a artemia contra o Vibrio campbellii
guando comparada a outras linhagens de leveduras. Rodriguez et al., (2003)
também suplementaram a dieta para a dourada (Sparus aurata) com uma linhagem
de S. cerevisiae (fks-1) obtida por mutagénese, com auséncia de 31,3-D-glucan
sintaxe e alto teor de manoproteinas e quitina. Neste experimento, ap0s quatro
semanas de alimentacao, a atividade da lisozima foi maior em comparagéo ao uso
de leveduras selvagens. Estes trabalhos demonstram que a criacao de cepas de S.
cerevisiae carreadora de genes especificos podem ajudar a desenvolver

estratégias biotecnoldgicas para a producdo de organismos aquaticos.

3. Colonizacéo intestinal

Sabe-se que a colonizacdo da mucosa intestinal com uma microbiota
benéfica tem um efeito positivo nas fungdes de regulacao imunoldgica (Balcazar et
al., 2006; Lazado et al., 2011) e a perturbacao dessas funcdes por uma microbiota
desequilibrada pode contribuir para o desenvolvimento de doencas (Perez-
Sanchez et al., 2013). Neste sentido, as leveduras podem estimular o
desenvolvimento do intestino ao modular a composi¢cao da microbiota dos animais
(Giulia et al., 2017; Liu et al., 2018; Zhou et al., 2018) e até mesmo constituir uma
parte significativa dos microrganismos entéricos em peixes selvagens e de criacao,
com diversidade taxonémica e numero de colbnias variavel, podendo em alguns
casos, serem mais numerosas do que as bactérias cultivaveis (Andlid, et al., 1995;
Gatesoup, 2007).

A colonizacédo da mucosa intestinal € possivel gracas a interacao direta dos
carboidratos da parede celular com as células epiteliais e as propriedades adesivas
predominantemente conferidas por proteinas especificas da superficie da parede
celular dos microrganismos, chamadas de adesinas, que medeiam a interacéo do
microrganismo com os enterdcitos do hospedeiro, possibilitando a sua fixacdo e
multiplicac@o sobre o epitélio (Briickner e Mdsch, 2012; Dranginis et al., 2007). As

adesinas sao fundamentais na consolidacdo do quorum sensing e formacéo de
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biofiimes que impedem a fixacdo de outros microrganismos no intestino (Nissen,
Nielsen e Arneborg, 2002; Bojsen, Andersen e Regenberg, 2012). Caso encontre
condi¢cbes adversas no organismo, a levedura pode manifestar uma série de
respostas adaptativas como filamentacao, crescimento invasivo e floculagéo a afim
de se estabelecer no ambiente (Zeidan et al., 2013) e uma vez estabelecidas,
atuam como substrato alternativo a fixacdo de enterobactérias e usam uma
variedade de mecanismos para competir por inmeros recursos incluindo nutrientes

e oxigénio (Gatesoup, 2007; Perez-Sanchez et al., 2013).

S. cerevisiae sintetiza e secreta diferentes enzimas e compostos
extracelulares (Tovar-Ramrez et al., 2004) que também auxiliam a adesao ao muco
intestinal de peixes (Andlid et al., 1995), protege contra o estresse oxidativo (Folch-
Mallol et al., 2004), auxiliam a digestéo, absorcéo da dieta e a maturacao do trato
digestorio (Navarrete e Tovar-Ramirez, 2014; Pongpet et al., 2016).

Além disso, a presenca de diferentes propor¢des de nucleotideos derivados
de acido nucleicos induz alteracdes fisioldgicas, morfolégicas e microbiolégicas no
trato intestinal (Li e Gatlin, 2006; Guo et al., 2017). Estes nucleotideos, quando
absorvidos pelos enterdcitos promovem a sintese de acidos nucléicos, induzem
crescimento dos vilos e 0 aumento da atividade enzimatica que podem resultar no
melhor aproveitamento dos alimentos e consequente melhoria no desempenho
produtivo (Burrels et al., 2001; Li e Gatlin, 2006; Mydland et al., 2008; @verland et
al., 2013).

4. S. cerevisiae na aquicultura

A grande maioria das espécies de levedura, incluindo S. cerevisiae, ndo é
patogénica para os peixes. Embora haja relato de fungemia causada por S.
cerevisiae var. boulardii em animais, incluindo humanos (Lherm et al., 2002;
Cassone et al., 2003; Rigquelme et al., 2003; Romanio et al., 2017), o risco desta e
das demais leveduras causarem enfermidades é baixo e parece ser limitado aos

peixes imunossuprimidos cultivados em condi¢ces inadequadas (Gatesoup, 2007).
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4.1. Valor nutritivo e desempenho produtivo

Os produtos a base de S. cerevisiae utilizados na alimentacdo animal sdo
naturais e geralmente provenientes do extrato de processos industriais
fermentativos que passam pela secagem por pulverizagao a seco. Na aquicultura,
a levedura é comumente utilizada integra, ou processada para separacao dos seus
derivados imunoestimulantes, como a parede celular, B-glucanas, nucleotideos e
mananoligossacarideos que comprovadamente influenciam o desempenho
produtivo de vérias espécies de peixes (Stones e Mills, 2004; Gatesoupe, 2007,
Navarrete e Tovar-Ramirez, 2014; Zhou et al., 2018).

A utilizacdo da levedura S. cerevisiae na formulacdo de dietas para
organismos aquaticos, ocorre, sobretudo, devido as suas Otimas caracteristicas
nutricionais. Muitas pesquisas foram realizadas com o objetivo de verificar sua
funcdo como fonte proteica em dietas para peixes. Entretanto, a composicéo
guimica e o valor nutritivo especifico das células dependem de diversos fatores
como, a linhagem, substrato ou meio de cultura utlizado, condicdes da
fermentacdo, processamento de secagem, método de autdlise, armazenamento e
idade das células (Carlberg et al., 2015; Vidakovic et al., 2015; @verland e Skrede,
2017).

De forma geral, a composi¢cao quimica das leveduras apresenta de 38,0 a
64,0% de proteinas, 21,0 a 46,0% de carboidratos, 2,0% a 5% de lipideos e
esterdis, 6,0 a 8,0% de nitrogénio e de 5,0 a 10,0% de minerais como potassio,
fésforo, célcio, magnésio, sédio e enxofre na forma de sulfitos (Pacheco et al., 1997;
Caballero-Cordoba, 2000; Yamada e Sgarbieri, 2005; Pardo e Gamboa, 2011,
Onofre et al., 2017; Vieira et al., 2016).

O perfil de aminoacidos de S. cerevisiae é balanceado e, segundo Vidakov
et al., (2015), se assemelha ao perfil da farinha de peixes com alta quantidade de
lisina (7,13%), leucina (8,84%), isoleucina (5,64%), treonina (6,16%), triptofano
(1,10%), valina (6,20%), Arginina (4%), Histidina (2%), Fenilalanina e Tirosina
(9,98%), Metionina e Cisteina, (2,84%) e Histidina (2,06%). Além disso, contém
grande quantidade de acido glutamico (13%), acido aspartico (12%) entre outros
aminoacidos em concentracdes menores (Pacheco et al., 1997). A utilizacdo de

levedura como Unica fonte proteica pode prejudicar o desempenho produtivo devido
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a deficiéncia de aminoacidos sulfurados, principalmente metionina e cisteina,
entretanto, esta caréncia pode ser por suprida com suplementagéo externa (Yousri.,
1982; Oliva-Teles e Gongalves, 2001; Ozorio et al., 2012; Solomon et al., 2017).

Os carboidratos representam de 12 a 38% do peso seco da levedura sendo
representado em média por, 28-60% de glucanas, 21% de mananoproteinas,
localizados na parede celular, e 12% de glicogénio e 33% de trealose, carboidratos
de reserva energética (Chen, 1959; Caballero-Cérdoba, 2000; Plata et al., 2013;
Vieira et al., 2016; Onofre et al., 2017). Quanto as vitaminas, as leveduras sao ricas
em vitaminas do complexo B, especialmente em tiamina, riboflavina, niacina e acido
pantoténico que atuam como pré-nutriente aos peixes (Schulz e Oslage, 1976;
Yousri, 1982; Vieira et al.,, 2016). Com relacdo aos minerais, as leveduras
apresentam sodio, magneésio, potassio e calcio, aléem de ferro, manganés, zinco,

sodio e enxofre na forma de sulfitos (Vieira et al., 2016).

Assim, como a composicao nutricional das leveduras € afetada por diversos
fatores, os diferentes resultados encontrados na literatura cientifica quanto ao uso
de S. cerevisiae em peixes pode ser ocasionado pelas diferencas entre espécies,
condicdes fisioldgicas e o tipo de ingredientes utilizados nas dietas basais (Nhi et
al., 2018; Rassen et al., 2018).

S. cerevisiae é eficiente na melhora do desempenho produtivo e na reducao
do colesterol plasmatico de peixes (dverland et al., 2013). Mohammad et al., (2014)
observaram melhora no fator de condicdo, taxa de crescimento especifico,
conversdo alimentar aparente e ganho de peso de Amatitlania nigrofasciata com
2% de S. cerevisiae. Lara-Flores et al., (2003) também observaram altas taxas de
crescimento especifico e eficiéncia proteica e menor conversao alimentar aparente
em tilapias utilizando S. cerevisiae (1,0 g kg™"). Li e Gatlin Il (2003) suplementaram
a dieta do hibrido striped bass (Morone chrysops x M. saxatilis) com 1,0; 2,0 e 4,0%
de S. cerevisiae e observaram melhora no desempenho produtivo em todas as

concentracdes testadas.

Barnes et al. (2006) suplementaram dietas de larvas de truta arco-iris com
125 e 250 ppm de levedura e observaram maior ganho de peso, conversao
alimentar aparente e sobrevivéncia dos peixes em relacdo a dieta né&o

suplementada. Tovar-Ramirez et al.,, (2004), forneceram para larvas de
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Dicentrarchus labrax dieta suplementada com levedura viva (1,1%) e observaram
menor deformidade das larvas com melhora da sobrevivéncia e ganho de peso.
Meurer et al., (2000), observaram que os alevinos de tilapia-do-Nilo, cuja dieta foi
suplementada com 6,0% de S. cerevisiae tinham melhor desempenho produtivo em

relacdo ao grupo controle.

Diversos pesquisadores também buscaram avaliar o efeito da substituicdo
da farinha de peixe, um dos ingredientes de maior custo na producao de dietas, por
S. cerevisiae. Em D. labrax, a substituicdo de 33% da farinha de peixe por levedura
melhorou a eficiéncia alimentar e quando substituido 50% manteve as taxas de
crescimento equivalentes (Oliva-Teles e Goncalves, 2001). Ozd6rio et al., (2012)
mostraram que substituicdo de 15% da farinha de peixe por levedura promoveu
melhor crescimento e utilizacdo eficiente de nutrientes para Oreochromis niloticus.
Rumsey et al. (1991) relataram que a alimentacdo de 25% de levedura de cerveja,
substituindo a proteina caseina, melhorou o crescimento e a converséao alimentar
de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Da mesma forma, Oliva-Teles e
Goncalves (2001) e Zerai et al. (2008), observaram que 50% da farinha de peixe
pode ser substituida por levedura de cerveja em dietas para D. labrax e O. niloticus,
respectivamente, sem efeitos adversos no crescimento. Pongpet et al., (2016),
mostraram que S. cerevisiae pode substituir até 45% da farinha de peixe com um
melhor desempenho de crescimento em panga (Pangasianodon hypophthalmus x
Pangasius bocourti) e, Nhi et al., (2018) obtiveram maior taxa de crescimento
especifico, eficiéncia proteica e sobrevivéncia apos substituicdo de 100% de farinha
de peixe por S. cerevisiae em sistema de bioflocos quando comparado ao sistema
de 4guas claras. Apesar dos resultados positivos, em outros trabalhos como o de
Huyben et al., (2017) ndo foram observados efeitos na utilizacdo de levedura como

fonte proteica.

4.2. Fatores limitantes ao emprego da levedura como alimento

Como dito anteriormente, as leveduras sdo capazes de substituir
parcialmente os componentes proteicos das dietas (Pongpet et al.,, 2016).
Entretanto, existem restricbes quanto ao uso de S. cerevisiae como alternativa ao

uso de altas quantidades de proteina ou Unica fonte proteica na nutricdo de
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organismos aquaticos (Murray e Marchant, 1986; Refstie et al., 2006; Lunger et al.,
2006; Ozorio et al., 2010)

Apesar do grau de digestibilidade da parede celular da levedura variar de
acordo com 0 meio de crescimento e o0 processo de secagem da levedura (Carlberg
et al., 2015), de forma geral, a presenca de constituintes resistente as enzimas
digestivas, tais como a espessa e rigida parede celular, limitam a acessibilidade de
todos os contetdos celulares, incluindo o nitrogénio proteico e ndo proteico (Murray
e Marchant, 1986; Rumsey et al., 1990; Carlberg et al., 2015; Pongpet et al., 2016;
Carlberg et al., 2018).

Além da baixa digestibilidade, a parede celular das leveduras contém altos
niveis de acidos nucleicos, principalmente na forma de acido ribonucléico (RNA)
gue pode corresponder de 6 a 35% do total de proteinas e 13 a 23% do nitrogénio
total celular (Baker e Molitoris, 1974; Schulz e Oslage, 1976). A presenca destes
acidos pode estimular tanto a sintese de uricase nos peixes e facilitar sua
metabolizacdo (Kinsella et al., 1985) como também pode estimular o aumento da
ureogénese devido ao catabolismo das purinas que, por usa vez, refletira no
aumento da excrecdo de amodnia toéxica no ambiente (Oliva-Teles, 2006). Além
disso, ha varios trabalhos que ressaltam a pouca digestibilidade dos acidos
nucleicos de levedura na nutricdo em peixes (Baker e Molitoris, 1974; Kronka et al.,
1991; Runsey et al., 1991; Sanches-Muniz et al., 1979; Peres e Oliva-Teles et al.,
2003).

Também existem resultados controversos quanto aos beneficios do uso de
grandes quantidades de nitrogénio ndo proteico das leveduras na alimentacéao de
peixes. Quando o nitrogénio € empregado como pré-nutriente, pode melhorar a
saude dos peixes (Furuya et al., 2001; Li e Gatlin 111, 2004). Por outro lado, Baccarin
e Pezzato, (2001) demonstraram que o teor de nitrogénio ndo proteico pode

ocasionar alteracfes metabdlicas e menor disponibilidade de nutrientes.

Por fim, a baixa palatabilidade dos acidos pode ser ainda um problema
adicional no fornecimento de quantidade elevadas de S. cerevisiae para peixes
(Murray e Marchant, 1986; Davies e Wareham, 1988; Rumsey et al., 1990; Carlberg
etal., 2015). Segundo Hisano (2007), o acido glutamico e acido aspartico presentes

na levedura sao atrato-palatabilizante nas dietas de peixes. Pereira-Silva e Pezato
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(2010) também classificam a levedura como palatavel para O. niloticus. Entretanto,
Ozério et al., (2012), observaram que a substituicdo acima de 15% da farinha de
peixe por levedura tornou a deita de O. niloticus ndo palatavel. Solomon et al.,
(2017) também observou reducdo da palatabilidade para Clarias gariepinus a
medida que o nivel de inclusédo de S. cerevisiae na dieta € aumentado. Rumsey et
al., (1991), relataram que a dieta de O. mykiss se tornou inconsumivel apés a
substituicdo de 50% a 75% da farinha de peixe por S. cerevisiae. Por fim, Lunger
et al., (2006) notaram que a dieta para Rachycentron canadum que continha 100%

de S. cerevisiae em substituicdo a farinha de peixe ndo eram consumidas.

Carlberg et al., (2015) ressaltaram que a baixa digestibilidade e
palatabilidade da dieta contendo S. cerevisiae causou pior desempenho produtivo
a Salvelinus alpinus. Ozorio et al., (2010) também relataram que o crescimento de
pacu (Piaractus mesopotamicus) foi reduzido quando os peixes foram alimentados
com dietas com 70% e 100% de substituicdo de farinha de peixe por levedura.
Vidakovic et al., (2015) observaram que a substituicdo de 40% da proteina animal
da dieta por S. cerevisiae ndo afetou o desempenho produtivo, porém, causou
prejuizo a barreira intestinal de S. alpinus, resultando em um epitélio mais disperso,
0 que pode levar ao aumento da translocacdo de bactérias, virus, antigenos e
outras moléculas. Ja Overland et al., (2013), substituiram o mesmo nivel de
proteina por levedura (40%) para a mesma espécie e ndo notaram reducdes na

taxa de crescimento.

4.3. S.cerevisiae como imunoestimulante

O uso de S. cerevisiae na aquicultura resulta em alteracdes bioquimicas e
hematolégicas, com aumento do numero de leucdcitos e do potencial fagocitico
destas células, elevacdo da concentracdo de lisozima sérica, da atividade
hemolitica do sistema complemento, da expressdao de citocinas pro e
antinflamatorias, na reducéo do cortisol plasmatico e na maior sobrevivéncia dos
animais apés desafios bacterianos (Abdel-Tawwab et al., 2008; Abu-Elaa et al.,
2013; Farid et al., 2019).
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A parede celular da levedura € composta por uma camada externa de
mananoproteinas, que representa 20-23% do peso da parede celular, e outra
camada voltada a face interna da célula composta por fosfolipidios e quitina em
menor concentragdo (Klis, 2006; Li et al., 2016). Estes polissacarideos estimulam
a resposta imunoldgica no organismo animal (Minami, et al., 2011; Vallejos-Vidal et
al., 2016), e atuam como um prebidtico ao estimular seletivamente a fixacdo e o
crescimento de um numero limitado de espécies bacterianas no trato intestinal
(Gibson e Roberfroid, 1995; Dimitroglou et al., 2009).

Entre as camadas superior e inferior da parede celular, h4 uma porcéo
intermediaria composta por glucanas, macromoléculas formadas por blocos de
glicose unidos por meio de ligagbes 3-1,3 e B-1,6 (Klis et al., 2006). O produto
comercial a base da molécula de [B-glucano isolada é possivelmente o
imunoestimulante mais utilizado na aquicultura. Este composto é reconhecido
diretamente por receptores na superficie de macrofagos que iniciam uma cascata
na modulacéo da reposta imune levando ao aumento do mecanismo de defesa néo
especifico dos peixes (Klis, et al., 2006; Minami et al., 2011), resultando na
expressdo de genes relacionados a resposta imune logo apos o inicio da

suplementacao alimentar.

Embora grande parte dos trabalhos com suplementacdo dietética de
levedura atribuam as melhoras no sistema imunoldgico a presenga do B-glucano,
este polissacarideo pode se encontrar preso no intersticio interno da parede celular
da levedura que apresenta baixa digestibilidade, impedindo ou dificultando sua
exposicao aos enterdcitos intestinais e uma rapida resposta imunoldgica (Minami,
et al.,, 2011; Vallejos-Vidal et al.,, 2016). Assim, é provavel que a célula de S.
cerevisiae estimule inicialmente o sistema imunolégico animal principalmente pelo
reconhecimento das adesinas secretadas pelos microrganismos e pelos
mananossacarideos presentes na parede celular que também tém antigenos
reconhecidos pelas células do intestino, como padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) e desencadeiam uma resposta inflamatoria leve e nao
patogénica (Keppler-Ross et al., 2010; Abu-Elaa et al., 2013). Apds sua fixacdo no
intestino, as fungdes prebidticas e probidticas da levedura na eliminagdo de

patdgenos e na secrecdo de compostos extracelulares no intestino conduzem a
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melhor integridade intestinal, com aproveitamento de nutrientes e, consequente
bem-estar animal (Song et al., 2014; Akhter et al., 2015; Dawood et al., 2016). Por
ISS0, a suplementacéo de S. cerevisiae na dieta geralmente exige um tempo maior
para observacdo de melhora na resposta imunologica quando comparado ao

fornecimento isolado dos imunossacarideos presentes em sua composicao.

Evidentemente, os efeitos do uso de levedura séo dependentes da dose e
do tempo de administra¢éo, que influenciam sua colonizac¢&o no intestino. Segundo
Ortufio et al., (2002) a suplementacéo da dieta de S. aurata com 1, 3 ou 10 g/kg de
levedura mostra os primeiros efeitos nos parametros imunes apés duas semanas e
aumentam apds quatro semanas. Neste estudo, a atividade fagocitica dos
macrofagos aumentou com a dose mais baixa e altos niveis dietéticos de S.
cereviriae nao provocaram nenhum efeito no sistema complemento. Abdel-Tawwab
et al., (2008) observaram aumento no numero de eritrocitos, hemoglobina,
hematdcrito, proteina, albumina e globulina no sangue e maior sobrevivéncia de

tilapia-do-Nilo alimentadas de 0,1% de levedura na dieta por 12 semanas.

Li e Gatlin (2003), observaram reducéo na mortalidade do robalo listrado
(Morone chrysopsxM. saxatilis) apds nove semanas de suplementacao dietética
com 2% de S. cerevisiae e aumento na producéo de radicais reativos de oxigénio
extracelular e intracelular nos macrofagos renais apos 16 semanas de
suplementacao. Pongpet et al., (2015) substituindo 45% da farinha de peixe por S.
cerevisiae observaram maior atividade hemolitica do sistema complemento,
lisozima e imunoglobulina total apés nove meses de criacdo de panga tailandés
(Pangasius hypophthalmusxPangasius bocourti). Pooramini et al., (2009) néo
observaram diferencas na sobrevivéncia de truta arco-iris alimentadas com 1%, 5%
ou 10% levedura por 25 dias. Hoseinifar et al., (2011) também nao observaram
diferenca nos parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos de beluga (Huso
huso) cuja dieta foi suplementada com 2% de S. cerevisiae var. ellipsoideus por

seis semanas.
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4.4. Imunomoduladores derivados de S. cerevisiae.

S. cerevisiae contém varios compostos imunoestimulantes, como os [3-
glucanos, mananoproteinas, quitina, &cidos nucléicos e oligossacarideos (Ferreira
et al., 2010; Broadway et al., 2015; Abu-Elala et al., 2018). Entretanto, sua parede
celular pouco digerivel pode limitar o acesso enzimatico ao conteudo celular
(Qverland e Skrede, 2016). Por isto, 0 processamento, fracionamento e isolamento
destes componentes permite elaborar outras categorias de ingredientes especificos
com propriedades funcionais diferenciadas para a industria de alimento humano e
animal (Shurson, 2018).

4.4.1. Parede celular de Levedura, B-glucano e MOS

O fornecimento de parede celular de levedura na nutricdo animal visa unir
os beneficios dos principais imunomossacarideos presentes em sua composicao,
principalmente o B-glucano e mananoligossacarideo (MOS), que atuam no intestino
sob diferentes modos de acao (Rodriguez et al., 2003; Refstie et al., 2010; Selin e
Reda, 2015; Soares et al., 2018; Abu-Elala et al., 2018).

A inclusdo em niveis adequados de B-glucano e MOS na dieta pode
promover aumento nos vilos intestinais e numero de células caliciformes (Selin e
Reda, 2015; Abu-Elala et al., 2018), melhora a resposta antioxidante (Abu-Elala et
al., 2018), dos indicadores imunolégicos (Selin e Reda, 2015; Abu-Elala et al.,
2018;) e de estresse (Soares et al., 2018), além do desempenho produtivo (Selin e
Reda, 2015).

Yu et al., (2018), descreveram que 1000-2000 mg/kg da parede celular de
levedura melhoraram o desempenho produtivo e o desenvolvimento do muco
intestinal do Lateolabrax japonicus, enquanto 500 mg/kg aumentaram a resposta
imune e a sobrevivéncia cumulativa apos desafio com Aeromonas veronii. Abu-
Elala et al., (2018) forneceram um produto comercial, Imunowall®, contendo (-
glucano e MOS durante dois meses para tilapia-do-Nilo e observaram que a
inclusédo de 0,2% do aditivo promoveu aumento no crescimento dos animais, bem

como no numero de leucdcitos, proteinas totais e globulinas, nos biomarcadores
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antioxidantes (catalase e glutationa-redutase), na resposta imune nao especifica e

na resisténcia as infec¢des por Lactococcus garvieae e A. hydrophila.

Embora sejam relatados outros resultados interessantes com o
fornecimento da parede celular de levedura ou do uso combinado de 3-glucano e
MQOS, a sinergia entre entes compostos € pouco mencionada, sendo uma hipotese
gue carece de mais estudos para comprovacao (Refstie et al., 2010; Gu et al., 2011,
Soares et al., 2018; Abu-Elala et al., 2018). Além disso, como discutido por Selim e
Reda, (2015), e comprovado pelos resultados de Shelby et al., (2009), o uso
combinado de B-glucano e MOS na aquicultura pode ter um efeito positivo, efeito
negativo ou nenhum efeito sobre o crescimento de peixes. Segundo Dalmo et al.,
(2008), Sado et al., (2008) e Akrami et al., (2009), a variacdo destes resultados
pode ser devido a diversos fatores como, diferencas no processamento e presenca
de impurezas no B-glucano, complexidade da estrutura quimica e origem dos
aditivos, o nivel de inclusdo, o tempo de fornecimento, a espécie, idade, sexo e

condicdes de criacdo dos peixes.

Os B-Glucanos sdo um grupo heterogéneo de polissacarideos que tem a
glicose como principal componente estrutural unida por ligagdes p—glicosidicas
(Meena et al., 2012; Mohan et al., 2018). As estruturas dos B-glucanos sao diversas
e determinam um papel crucial nas atividades biologicas, incluindo a capacidade
de refor¢o imunolégico de animais (Ringg et al., 2012; Jin et al., 2018). Por exemplo,
0 B-glucano da parede celular da S. cerevisiae é principalmente constituido uma
cadeia de glicose ligada a 3(1—>3) com varios ramos ligados (1-6), e sdo sugeridos
como sendo 0s mais potentes estimuladores do sistema imunolégico de humanos
e animais (Meena et al., 2012; Ringg et al., 2012; Mohan et al., 2018), enquanto
gue o B-glucano de plantas é constituido principalmente por 3(1—>3) e B(1—>4) ligado
a glicose sem ramificacdes (Jin et al., 2018; Meena et al., 2012) e geralmente nao

apresentam fun¢des imunomoduladoras (Ringg et al., 2012).

O B-glucano pertence a uma classe de substancias conhecidas como
modificadores da resposta biologica (MRBs) (Ringg et al., 2012) e seu mecanismo
de acado na saude dos animais esta relacionada a sua estrutura reconhecida pelos
PAMPs em receptores de reconhecimento padrdo (RRP) especificos, como

lactosilceramida, scavenger receptors (SR), receptores Tool Like (TLRs), em
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particular os receptores TLR2 e TLR6, receptores ndo-TRLS, receptores do sistema
complemento CR3 (CD11b/CD18), CR5 e dectina-1 (Dalmo et al., 2008; J6zefowski
et al., 2012; Meena et al., 2013; Jin et al., 2018).

A dectina-1 presente em mondcitos, neutréfilos e macréfagos €,
provavelmente, o principal receptor de 3-glucano (Herre et al., 2004; Dalmo et al.,
2008). Suainteracdo com TLRs e os demais receptores de superficie celular induz
a maturacao das células fagociticas com respostas especificas para producéo de
citocinas pré-inflamatérias, aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) nas células fagociticas e diferenciacdo de células T, em particular do
linfécito Th17 e metabolizacdo do &cido araquiddnico para o fortalecimento da
imunidade defensiva do hospedeiro (Herre et al., 2004; Dalmo et al., 2008; Meena
et al., 2012; Pietretti et al., 2013; Jin et al., 2018).

O tempo de fornecimento, concentracdes, espécie e os efeitos benéficos
dos B-glucanos em peixes foram extensivamente relatados e comprovam o
potencial do imunoestimulante para aquicultura (Meena et al., 2012; Vetvicka et al.,
2013; Song et al., 2014, Petit e Wiegertjes, 2016; Vallejos-Vidal et al., 2016; Huynh
et al.,, 2017; Mohan et al., 2018; Rojo-Cebreros et al., 2018). De forma geral, os
trabalhos recentes confirmam a atuagao do -glucano na melhora do desempenho
produtivo nas fases larvais (Ghaedi et al., 2015; Jesus et al., 2018) e juvenis (Aramli
et al., 2015; Zhu e Wu, 2018), resposta imune e sobrevivéncia frente a acéo de
patogenos (Pilarski et al., 2017; Medina-Gali et al., 2018; Amphan et al., 2019),
altera beneficamente o perfil bioquimico (Libran-Pérez et al., 2018; Zeng et al.,
2018), melhora a atividade antioxidante (Salah et al., 2017; Lu et al., 2018) e a

resposta a estressores (Ji et al., 2017; Montoya et al., 2018).

Os Mananoligossacarideos (MOS) por sua vez, sao carboidratos
complexos compostos por manose, responsaveis pelo reconhecimento e
interacBes célula-célula, interagcbes com o meio e determinam a especificidade
antigénica da levedura. Como prebiético, o MOS atua como substrato para o
crescimento de bactérias comensais especificas, alterando o pH do intestino,
induzindo a producdo de muco, de acidos graxos de cadeia curta e de citocinas
(Refstie et al., 2010; Akhter et al., 2015; Abu-Elala et al., 2018).
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O principal mecanismo de acdo do MOS esté relacionado a eliminacéo de
patdgenos do intestino e consequente melhoria da integridade intestinal. Na
estrutura do MOS existem grupos especificos de carboidratos que se assemelham
as estruturas das células intestinais (Torrecillas et al., 2014). Estes carboidratos
sdo resistentes ao processo digestivo e contém receptores D-manose que
permitem & adesao de fimbrias do tipo 1 presente em bactérias patogénicas (Spring
et al., 2000). A fixacdo do patdogeno sobre a manose, promove o0 bloqueio dos
receptores de glicoproteina impedindo sua colonizacdo e fixacdo no intestino
(Hoseinifar et al., 2015). Posteriormente, o MOS e as bactérias séo liberados

externamente com as fezes (Torrecillas et al., 2014).

Durante o transito intestinal, os PAMPs relacionados aos carboidratos, em
particular a manose, podem ativar proteinas de sinalizacdo como as Lectinas
Ligadoras de Manose (MBL) e outras enzimas primarias que atuam como
opsoninas e desencadeiam a cascata do sistema complemento e producdo de
eicosanodides como fosfolipase A2 (PL2) e ciclooxigenase (COX) resultando numa
resposta inflamatoéria (kuipers et al., 2003; Herre et al., 2004; Van Asbeck et al.,
2008; Torrecillas et al., 2014; Selin e Reda, 2015; Abu-Elala et al., 2018).

Assim como ocorre na administragcao da parede celular de levedura e do 3-
glucano, a variacdo de resultados com o uso do MOS pode estar relacionada aos
diferentes periodos de aclimatacédo e a condicao de criacdo, espécies selecionadas,
diferencas no tamanho e peso e a fonte e concentracdo de MOS (Gelibolu et al.,
2018; Bai et al., 2017).

Gelibolu et al.,, (2018) n&o observaram alteragbes no desempenho
produtivo e nos parametros hematoldgicos de S. aurata apos alimentacédo com dieta
suplementada com MOS mas observaram taxas de sobrevivéncia maior nos peixes
suplementados apds desafio com Yersinia ruckeri. Forsatkar et al., (2018)
descreveram que o MOS tem efeito positivo no crescimento, na maturacédo gonadal
e na reducédo dos efeitos negativos promovidos pela restricdo alimentar. Salze et
al., (2008), relatram que O MOS ajudou a regulacdo osmética das larvas de cébia
(R. canadum). Bai et al., (2017) observaram a capacidade do MOS em modular a
comunidade de bactérias autdctones intestinais de Scophthalmus maximus,

segundo 0s mesmos autores, a suplementacdo de dietas com MOS também
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melhorou a absorgéo intestinal, o desempenho produtivo e as atividades das
enzimas intestinais. Torrecillas et al., (2007) avaliaram a inclusdo de MOS em D.
labrax, por 67 dias com 0%, 2% e 4%. Neste experimento, além da correlacdo
positiva entre os niveis de lisozima e as atividades do sistema complemento no
sangue, a inclusdo do MOS nas dietas também promoveu o crescimento corporal,
mas sem diferencas na avaliacdo histolégica do intestino. Genc et al., (2007),
relataram que tilapia-do-Nilo tiveram maiores teores de matéria seca e proteina com
0 aumento do MOS dietético, enquanto o comprimento médio dos vilos intestinais
dos peixes alimentados com 1,5g/kg de MOS foi maior do que 0s peixes
alimentados com 4,5 g/kg. Nenhuma diferenca no desempenho produtivo ou indice

hepatossoméatico ou viscerossomatico foi observada.

4.4.2. Nucleotideos

O conteudo interno das leveduras é rico em nucleotideos, entretanto, para
gue se tornem mais biodisponiveis e bioassimilaveis € interessante que se faca a
fragmentagao ou remocgao da sua parede celular (Jarmotowicz et al., 2013). Neste
sentido, o extrato de levedura (conteudo interno das células) ou a levedura
hidrolisada (levedura com rompimento da parede celular) sdo consideradas

importantes fonte de aminoacidos e acidos nucléicos (Ferreira et al., 2010).

Os nucleotideos sdo compostos de baixo peso molecular, formados por
uma pentose (ribose ou 2’-deoxiribose) que liga um ou mais grupos fosfatos a uma
base nitrogenada (puricas ou pirimidicas) (Carver e Walker, 1995; Li e Gatlin IlI,
2006). Estes compostos tém funcdes fisioldégicas e bioquimicas essenciais na
fisiologia de animais que incluem a codificacéo e o transporte da informacéo génica
e constituicdo de acidos nucléicos, modulacdo do metabolismo energético, sédo
mediadores fisioldgicos do sistema nervoso, atuam como mensageiros celulares
secundarios e na composi¢do de coenzimas, entre outras funcbes (Carver e
Walker, 1995; Ringg et al., 2012; Shurson, 2018).

Os nucleotideos estao naturalmente presentes em todos os alimentos de

origem animal e vegetal como nucleotideos livres e acidos nucléicos (Li e Gatlin 111,
2006). No corpo dos animais, os nucleotideos sédo sintetizados (nucleotideos
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endogenos) pelos 6rgdos, como o figado (Burrells et al., 2001 A). Além disso, as
dietas utilizadas na aquicultura utilizam fontes exdégenas de nucleotideos, que séo
suficientes para atender as exigéncias normais para manutencdo da saude e
crescimento dos peixes. No entanto, 0s eventos estressantes associados a manejo
na aquicultura como biometrias, transporte, vacinagéo, doenca, etc., podem levar
ao aumento da dependéncia de oferta exdgena dos nucleotideos para manter as
funcdes fisioldgicas normais como crescimento e resisténcia a doencas (Burrels et
al., 2001 A; Ringg et al., 2012).

As pesquisas referentes a utilizacdo de nucleotideos na alimentacdo de
organismos aquaticos se iniciaram na década de 70 com estudos sobre
palatabilidade em Homarus gammarus (Mackie, 1973), Fugu pardalis (Kiyohara et
al., 1975) e S. maximus (Mackie e Adron, 1978). Atualmente, os estudos sobre o
fornecimento de nucleotideos na dieta para peixes mostram resultados benéficos
bastante consistentes (Li e Gatlin 1ll, 2006; Ringg et al., 2012; Guo et al., 2017). No
entanto, estes efeitos variam em diferentes espécies de peixes e dependem do
periodo de alimentacdo, fases da vida dos peixes e do tipo de nucleotideos

suplementados nas dietas (Li & Gatlin 2006).

Existem fortes indicios de que a suplementacao dietética com nucleotideos
atua sobre o trato intestinal, particularmente nas funcdes fisiologicas, no perfil
morfologico e na comunidade microbiolégica (Burrels et al., 2001 B; Li e Gatlin 11,
2006). Apo6s ingerido, o grupo fosfato dos nucleotideos sdo suprimidos,
principalmente por fosfatases alcalinas intestinais e reduzidos para nucleosideos
gue por sua vez, sao clivados para produzir bases livres de purina e pirimidina até

gue sejam absorvidos pela mucosa intestinal (Li e Gatlin 1ll, 2006).

Os beneficios da sua utilizacdo incluem a melhora do desempenho
produtivo (Burrels et al., 2001 B; Meng et al., 2017; Guo et al.; 2017), e da qualidade
das larvas através da fortificacdo dos reprodutores (Ringg et al., 2012) e com
envolvimento na palatabilidade do alimento (Li e Gatlin Ill, 2006; Ringg et al., 2012),
a capacidade anti-estresse (Burrells et al., 2001A), as respostas imunoldgicas
(Ringg et al., 2012; Shiau et al., 2015), bem como a melhora na eficacia da
vacinagdo e da capacidade antioxidante (Burrells et al., 2001B; Xu et al., 2015;

Meng et al., 2016). Guo et al., (2017), relataram que a melhora no desempenho
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produtivo do zebra-fish alimentados com uma dieta com 0,1% de nucleotideos pode
ser devido ao acumulo de energia e reducdo do gasto energético. Shiau et al.,
(2015), relataram maior sobrevivéncia de tilapias apos desafio com Streptococcus
iniae. Além disso, a taxa de proliferacdo de linfécitos, a producdo de Oz no rim
cefalico e a atividade da lisozima no plasma foram aumentadas apds
suplementacao da dieta com 240 mg/kg de nucleotideos. A suplementacéo com 0,6
a 0,8% de nucleotideos na dieta também melhorou o crescimento, a utilizacdo do
alimento, a morfometria intestinal, o estado antioxidante e a resposta imune
inespecifica da tilapia hibrida (O. niloticusx O. aureus) (Xu et al., 2015). Meng et
al., (2016) relataram que a inclusao de 0,3 g/kg de nucleotideos na dieta melhorou
o desempenho produtivo, capacidade antioxidativa e morfologia intestinal de S.
maximus. Entretanto, os autores descreveram um possivel aumento do estresse
oxidativo, danos morfologicos no intestino e reducao do crescimento apos utilizacéo

de 1,5 g/kg de nucleotideos na dieta.

Jarmotowicz et al., (2017) observaram que a administracdo de extrato de
levedura na dieta do Sander lucioperca por 60 dias promoveu aumento do peso
corporal com reducédo da atividade da alanina aminotransferase (ALT) e maior
altura dos enterdécitos a medida que a quantidade de extrato de levedura adicionada
as dietas aumentou. Hassan et al., (2018) também testaram o uso do extrato de
levedura na dieta de tilapia-do-Nilo e apos 84 dias de suplementacdo dietética
notaram que o fornecimento de 15 g/kg de extrato de levedura resultou em
diferencas na composicdo centesimal e no perfil hematoldgico, além de aumento
na albumina e globulina dos peixes enquanto os niveis de colesterol e triglicérides,
ALT e aspartato aminotransferase (AST) diminuiram. Por fim, Zhou et al., (2018)
estudaram o efeito do hidrolisado de levedura na dieta de Micropterus salmoides
administrada durante oito semanas e observaram que a adicdo de 0,2% do
hidrolisado reduziu a gordura intraperitoneal e modulou a comunidade bacteriana

intestinal com possivel reducao de potenciais patégenos.

4.4.3. Levedura selenizada

Devido ao acelerado metabolismo, as leveduras tém alto nivel de interacéo

com o ambiente extracelular, removendo substancias organicas, minerais e metais
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do meio e as assimilando em sua estrutura celular (Kieliszek et al., 2015). A
eficiente incorporagédo e conversdo dos muitos compostos do ambiente ddo um
importante papel na biorremediagdo de ambientes poluidos (Pérez-Corona, 1997)
e no bioenriquecimento de alimentos para fornecimento animal (Brady et al., 1994,
Wang e Chen, 2006). Muitos oligoelementos podem ser utlizados no
enriqguecimento de leveduras, entretanto, o selénio (Se) apresenta 6timas
vantagens para uso na aquicultura, por ser um elemento tragco essencial que
desempenha funcbes bioldgicas importantes para manutencdo da saude dos
animais (Schwarz e Foltz, 1957; Khan et al., 2017; Kumar e Singh, 2019).

O Se isolado e identificado em 1817 esta presente nos seres Vvivos, nNo solo
e nas aguas de rios e oceanos. Na natureza, a forma inorganica do selénio é
encontrada em quatro estados de oxidacdo: selénio elementar (Se®), Se (lI)
(Seleneto, Se?), Se (IV) (selenito, SeOs%) e Se (VI) (selenato, Se0Q4?) (Pérez-
Corona, 1997; Kitajima e Chiba, 2013; Khakpour et al., 2014).

A levedura acumula Se naturalmente e o converte em estruturas celulares
a partir de processos fisico-quimicos complexos ainda néao totalmente
compreendidos (Kieliszek et al., 2015). Acredita-se que a incorporacdo do Se
ocorra em duas etapas, a primeira, compreende 0 processo passivo, no qual ocorre
a adsorcdo do Se a parede celular da levedura a partir da ligacdo i6nicas ou
complexacdo de ions selénio (quimissorcdo) (Kieliszek et al., 2015). Neste
processo, o Se é aderido aos biopolimeros da parede celular da levedura tais como
grupos de proteinas, fosfolipidios ou polissacarideos, com especial participacao
das mananas que regulam a permeabilidade da parede celular (Kieliszek et al.,
2015).

Assim que o0 Se atinge a membrana plasmatica, se inicia a segunda fase
de absorcéo através do transporte ativo (Kieliszek et al., 2015) e passivo (Kitajima
e Chiba, 2013) até o interior da célula. Aparentemente, as vias de transporte para
o selénio até o interior das células sdo dependentes da presenca de glicose e sdo
influenciadas pelo estado de oxidacdo do elemento e caracteristicas fisico-
guimicas do meio, como temperatura, pH e acidez (Pérez-Corona, 1997; Kieliszek
et al., 2015). Nestas vias de transporte, 0 Se compete com diversos metais como

enxofre, fosfatos e sulfatos por sitios de ligagdo (Kitajima e Chiba, 2013; Kieliszek
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et al., 2015). Apds absorvido, o Se (IV) é convertido através de uma série de
reacOes enzimaticas a seleneto (II) e em seguida a seleneto de hidrogénio (H2Se)
(Kieliszek et al., 2015). O H.>Se resultante, juntamente com o Se (VI) sdo ligados a
O-acetilhomoserina e com auxilio da homocisteina sintase sao transformados em
seleno-homocisteina que podem ser convertidos em selenometionina (SeMet)
(Schrauzer, 2000; Kitajima e Chiba, 2013; Kieliszek et al., 2015). A SeMet por sua
vez, pode ser transformada em selenocisteina (SeCis) através da enzima
cistationina y-liase. A SeMet pode constituir até 90% do conteudo total de selénio
em células de levedura, entretanto, uma grande variedade de compostos pode ser
formada além da SeCis, como selenociteterina, Se-metilselenocisteina e y-glutamil-

Se-metilselenocisteina (Schrauzer, 2000).

A SeMet e a SeCis sdo consideradas formas organicas do Se e possuem
estrutura semelhante aos aminoacidos metionina e a cisteina respectivamente, se
diferenciando apenas pela presenca do Se no lugar do enxofre (S). Devido a
semelhanca estrutural, a SeMet e SeCis entram na via metabdlica do S, onde séo
convertidos em analogos de S (Kitajima e Chiba, 2013) e podem substituir a
metionina e a cisteina durante a sintese proteica, tornando o Se mais biodisponivel,
facilitando sua absorcéo no trato gastrointestinal e a incorporacao nos tecidos dos

animais (Schrauzer, 2000; Tapiero et al., 2003; Rayman, 2008).

O Se na forma de SeMet executa suas principais funcdes biologicas nos
animais quando integra as selenoproteinas (Holben e Smith 1999; Schrauzer,
2000). A quantidade de selenoproteinas é variavel entre espécies animais.
Atualmente, os humanos tém cadastradas 25 selenoproteinas, a maior parte dos
vertebrados exibem cerca de 28 genes de selenoproteinas e 0s peixes teledsteos,
em funcdo da presséo evolutiva, apresentam em torno de 40 selenoproteinas
(Mariotti et al., 2012; Sarangi et al.,, 2018). Além disso, 0s peixes tém
selenoproteinas maiores e potencialmente mais transportadores de Se via plasma

do que a maioria dos outros vertebrados (Sarangi et al., 2018).

Embora a maioria das funcdes das selenoproteinas em peixes sejam
desconhecidas, sabe-se que elas desempenham papéis importantes em varios
processos fisioldgicos, principalmente no controle, acdo e a formacdo de espécies

reativas de oxigénio (ERQO’s) como Oz, H202, hidroperoxidos, lipoperoxidos e
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fosfolipios hidroperoxidos que causam danos irreversiveis a membrana das células
(Papp et al., 2007; Forstermann e Sessa, 2012; Klebanoff et al., 2013). Além disso,
as selenoenzimas tem fungcdo importante na formacdo dos espermatozoides,

sintese de RNA, sintese de prostaglandinas e metabolismo de acidos graxos.

Algumas selenoproteinas como a Glutationa peroxidase (GSHPx) e a
Desiodinase, regulam a conversao do hormaonio tireoidiano inativo (tiroxina, T4) em
um horménio tireoidiano metabolicamente ativo (3,5,3'-triiodotironina, T3). A
concentracdo sérica elevada de T3 aumenta os niveis de RNA mensageiro do
hormdnio do crescimento (GH) nas células hipofisarias e promove a sintese do GH
em peixes, aumentando assim seu crescimento (Kohrle e Gartner, 2009; Khan et
al., 2016, Khan et al., 2017; Guo et al., 2018; Kumar e Singh; 2019).

Se por um lado, o Se quando fornecido em concentracfes ideais é
micronutriente necessario para manutencéo das funcgdes fisioloégicas normais do
organismo, por outro lado, também €& altamente téxico e prejudicial quando
fornecido de forma desbalanceada (Schrauzer, 2000; Hamilton, 2004). A ingestao
de dietas deficientes em Se promovem transtornos metabdlicos, alteracfes
hematoldgicas, distrofia muscular e reducdo na taxa de crescimento, anemia,
hemorragia, acumulo de liquido na cavidade peritoneal e no pericardio, reducéao da
sintese e dos niveis de selenoproteinas incluindo a GSHPx plasmatica e hepatica
e podem resultar em doencas, principalmente devido a peroxidacao lipidica e do
aumento do estresse oxidativo resultando em mortalidade (Haslett et al., 1997;
Hamilton, 2004; Khan et al., 2016; Khan et al., 2017).

Em excesso, 0 Se substitui erroneamente o enxofre durante a sintese
protéica e impede que ocorram ligacdes de dissulfeto idnico (S-S) (Lemly 2002;
Zheng et al., 2018), gerando enzimas e proteinas nao funcionais e prejudicando
processos bioquimicos normais, causando toxicidade, diminuicdo das funcbes
cognitivas e resultando em edemas, degeneracao do foliculo ovariano e do figado,
aparecimento de aberracdes cromossdmicas, complicacdes no musculo cardiaco,
reducdo nos niveis de hematocrito, hemoglobina,no crescimento, desempenho
produtivo e também resultando em mortalidade (Rodriguez e Rojas 2014; Sharma
etal., 2017; Khan et al., 2017; Gobi et al., 2018; Sele et al., 2018).
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Por serem mais biodisponiveis, 0 Se nas formas organicas SeMet e SeCis
acumula-se no tecido muscular, figado e branquias dos peixes em um nivel
diretamente proporcional a ingestéo dietética (Lin e Shiau, 2005; Lee et al., 2016),
e em quantidades superiores as formas inorganicas (Kugcikbay et al., 2009; Rider
et al., 2009). Varios estudos mostram a menor toxicidade ou melhor eficiéncia das
formas orgéanicas do Se em relacdo as inorganicas no cultivo de peixes. Lee et al.,
(2016), utilizando a SeMet como fonte de selénio, descreveram que a exigéncia
para tilapia-do-Nilo est4d entre 1 e 2mg/kg de dieta. Os mesmos autores
consideraram que a suplementacéo dietética entre 6 a 15mg/kg é téxica e promove
a reducao de crescimento, prejuizos na resposta imunolégica e mortalidade dos
peixes. Ja Atencio et al., (2009) utilizando selenito de sédio, observaram protecéo
contra o0 estresse oxidativo na tilapia-do-Nilo quando estas receberam dieta

suplementada com 1,5 a 6mg/kg.

Lin (2014), utilizou a mesma quantidade de SeMet e selenito de sodio
(inorganico) e observou maior retencédo de Se do masculo dos peixes alimentados
com SeMet, confirmando a maior biodisponibilidade da forma organica.
Kicukbay et al., (2009) também relataram que o acumulo de Se no muasculo, a
atividade GSH-Px e a expressao de gene Hsp70 relacionados a protecéo contra o
estresse em O. mykiss foi notavelmente maior no grupo que recebeu SeMet como
suplementacao dietética em comparacdo ao grupo que recebeu selenito de sédio

e o controle.

Uma vez que a levedura enriquecida com selénio (levedura-selenizada) é
fonte de selénio organico, sua utilizacdo também promove maior incorporacao de
Se nos tecidos quando comparado ao uso de fontes inorganicas de selénio. A
suplementacao dietética de levedura-selenizada por 10 semanas aumentou
significativamente o crescimento de O. mykiss (Wang et al., 2018). Durante o
estresse, a utilizacdo do Se nos tecidos foi mais eficaz com uso da levedura
selenizada do que com o selenito de sodio (Rider et al., 2009). Apés 60 dias de
alimentacdo de Megalobrama amblycephala com levedura selenizada, os
parametros de crescimento, os niveis séricos de GH, IGF-1 e IGF-2, foram maiores
gue o controle (Guo et al., 2018). Mansour et al., (2017) também descreveram 0s

beneficios da utilizacdo de levedura selenizada na criagdo de Argyrosomus regius.
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Segundo o0s autores, a suplementacdo dietética por 63 dias melhorou o
desempenho produtivo e o0s parametros imunolégicos e hematolbgicos
(imunoglobulina, lisozima, mieloperoxidase, atividade hemolitica do sistema
complemento e explosdo respiratoria de leucocito). Khalil, et al.,, (2018)
descreveram melhor desempenho do produtivo, maior sobrevivéncia e acamulo de
Se no musculo e da area de absorc¢éo intestinal conforme aumento da quantidade
de levedura selenizada fornecida a dieta de larvas de A. regius. Apés 60 dias de
suplementacao dietética com levedura selenizada para M. amblycephala, Long et
al., (2017) também descreveram melhor resultado no desempenho produtivo e na

capacidade antioxidante em comparagao ao grupo controle.

5. Concluséao

A levedura e seus componentes celulares melhoram o aproveitamento de
alimentos e estimulam o sistema imunolégico dos peixes, atuando como alternativa
segura a utilizacdo de quimicos e antimicrobianos na aquicultura. Os beneficios da
utilizacdo destes compostos em condicdes de pesquisa ja estdo consolidados,
embora os mecanismos utilizados para a promocao destes efeitos, como a
interacdo imunoestimulante-organismo, ainda sdo pouco conhecidos. A falta de
padronizacdo na metodologia utilizada, assim como, varia¢cdes nas condi¢des de
producdo e processamento dos imunoestimulantes dificultam a comparacdo dos
dados para as mesmas espécies de peixes. Isto prejudica a objetividade na busca
por respostas quanto ao beneficio dos aditivos. Além disso, neste momento, se faz
necessario realizar estudos com o uso de imunoestimulantes em producfes
comerciais, onde ha interacdo com os fatores bidticos e abiéticos dos sistemas de
producédo. Finalmente, este artigo propde testes com uso combinado de diferentes
suplementos dietético naturais, que atuem de forma diferente no organismo animal
para que possam ser usados no controle estratégico de doencas por periodos mais
longos na aquicultura, sem a probleméatica do acumulo de residuos no peixe ou no

ambiente.
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CAPITULO 2

Efeito sinérgico da levedura selenizada e parede celular de levedura
Saccharomyces cerevisiae no desempenho produtivo e na resposta

imunoldgica do pacu (Piaractus mesopotamicus)
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Efeito sinérgico da levedura selenizada e da parede celular de
levedura Saccharomyces cerevisiae no desempenho produtivo

e narespostaimunoldgica do pacu (Piaractus mesopotamicus)

RESUMO

Os produtos imunoestimulantes derivados da levedura, Saccharomyces cerevisiae,
tém papel importante no crescimento e sobrevivéncia dos animais na aquicultura.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo dietética com
levedura selenizada (fonte de selénio orgéanico) e parede celular de levedura na
resposta imunolégica do pacu apos desafio bacteriano. Foram utilizados 160 pacus
(84,2 £ 1,2g) distribuidos em quatro grupos que receberam diferentes dietas
experimentais: Ctrl (Controle: apenas dieta basal); Par (Parede de levedura 1g kg
1), Sel (Levedura selenizada 0,6mg kg™), e Sel+Par (Levedura selenizada 0,6mg
kg! + Parede de levedura 1g kgt). Apds seis semanas de alimentacéo, os animais
foram pesados para avaliacdo do desempenho produtivo e desafiados com
Aeromonas hydrophila inativada para inducéo ao estimulo inflamatorio. Antes do
desafio e apds 6 e 24 horas do estimulo, foram realizadas analises imunologicas.
Os grupos testados ndo demonstraram diferenca quanto ao desempenho produtivo
e morfometria intestinal. Os animais que receberam selénio organico na dieta
mostraram melhores resultados para a atividade respiratéria dos leucocitos e
lisozima. O uso da parede celular de levedura elevou o cortisol plasmatico.
Entretanto, ndo houve efeito deletério do cortisol no sistema imunoldgico quando a
parede de levedura foi fornecida junto a levedura selenizada. Com base neste
estudo, pode-se concluir que a utilizacdo de levedura selenizada, com ou sem

parede celular de levedura, incrementa o sistema imunologico dos peixes.

Palavras-chave: Imunoestimulante, parede celular de levedura, estresse, pacu.
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1. INTRODUCAO

A presenca de patdgenos no organismo animal desencadeia uma série de
reacfes, como a ativacao de substancias vasoativas e fatores quimiotaticos que
direcionam leucécitos granulares para atuar no sitio da inflamacéao (Haslett, 1997;
Van der Vaart, Spaink e Meijer 2012, Klebanoff et al., 2013). A eliminagdo dos
microrganismos fagocitados € resultado da producdo de compostos
antimicrobianos formados por espécies reativas de oxigénio (EROs), como
superoxido (O2), perdxido de hidrogénio (H202) e ion cloreto (CI) produzidos por
acdo das enzimas superoéxido dismutase (SOD) e mieloperoxidase (MPO) em um
processo chamado burst oxidativo (Xu et al., 2010; Forstermann e Sessa, 2012,
Klebanoff et al., 2013). Em um estado fisiolégico normal, as EROs sdo mantidas
em equilibrio com os antioxidantes nas células (Sastre et al., 2000). No entanto,
situacbes de estresse, promovem um desequilibrio neste balanco, afetando

negativamente as funcdes fisioldgicas normais do animal (kumar et al., 2017).

Um método promissor para manutencdo da saude dos peixes € 0 uso de
imunoestimulantes, compostos que ativam os mecanismos de defesa inata dos
animais, promovendo reducdo do estresse e resisténcia a acdo de patdgenos
(Ringg et al., 2012; Barman et al., 2013; Tafalla, Bagwald e Dalmo, 2013; Song et
al., 2014; Deivasigamani e Subramanian, 2016; Dawood e Koshio, 2016; Vallejos-
Vidal et al., 2016). A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae € um
importante imunoestimulante cujos beneficios estao relacionados a presenca de (-
glucano (Navarrete e Tovar-Ramirez, 2014; Zhou et al., 2018), quitina (Cuesta et
al., 2003; Easona et al., 2006; Kordon et al, 2018) e a acdo das
mananoligossacarideos (MOS) presentes em sua composicao (Sauerwein, Schmitz
e Hiss, 2007). O MOS apresenta propriedade prebiotica que limita a colonizacéo de
patdgenos no intestino, melhorando a integridade da mucosa intestinal, a digestao
e induzindo a producdo de muco (Spring et al., 2015; Carbone et al., 2016;
Mahmoud et al., 2016; Nawaz et al., 2018; Torrecillas et al., 2018). Além disso, o
MOS também pode ativar proteinas de sinalizacdo como as Lectinas Ligadoras de
Manose (MBL) que através das enzimas secundarias, como a Serina Protease

Associada as MBL (MASP), iniciam a cascata de reacdes que amplificam as
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respostas imunoldgicas em peixes (Boshra et al., 2006; Refstie et al., 2010; Akhter
et al., 2015; Soares et al., 2018; Abu-Elala et al., 2018).

O selénio (Se) é um micronutriente traco essencial, fundamental na
manutencdo da condicao fisiolégica normal dos animais, incluindo peixes (NRC,
1993). S. cerevisiae apresenta grande capacidade de incorporacdo de selénio
inorganico (seleneto, selenito e selenato) do meio de cultivo (Pérez-Corona, 1997,
Kitajima e Chiba 2013; Khakpour et al., 2014) e de transforma-lo na forma orgénica
de selenometionina (SeMet) ou selenocisteina (CeCis) (Kieliszek et al., 2015). A
levedura submetida ao processo de incorporacdo do selénio € conhecida como

levedura selenizada.

Na forma de SeMet, o Se fica mais biodisponivel para absor¢cdo e com
menor capacidade de intoxicagdo do organismo em relacdo a suas formas
inorganicas (Le e Fotedar, 2014; Saleh et al., 2014). A SeMet faz parte das seleno-
enzimas, como a glutationa peroxidase (Rotruck et al., 1973; Schwarz e Foltz,
1978), que tem papel fundamental na protecéo celular contra os danos causados
pelas EROs. Aléem da atividade antioxidante, o selénio também desempenha um
papel importante no crescimento, na expressao de enzimas e proteinas do sistema
imune (Lin, 2014), na manutencédo das funcbes efetoras leucocitarias, incluindo
aderéncia, migracdo, producdo de citocinas e fagocitose (Biller-Takahashi et al.,
2015; Kumar et al., 2017).

A levedura selenizada e a parede celular de levedura atuam de diferentes
maneiras na modulacédo do sistema imunoldgico e reducdo do estresse oxidativo
em peixes. Apesar dos inumeros beneficios promovidos por estes aditivos na saude
dos animais de producéo (Lazado e Caipang, 2014; Ashouri et al., 2015; Ramos et
al., 2015; Saffari et al., 2017), a compreensao dos mecanismos envolvidos na
protecdo dos animais contra patdégenos e a interacdo conjunta desses aditivos
ainda sao limitadas. Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo de levedura selenizada e parede celular de levedura no
desempenho produtivo e na resposta imune do pacu, uma espécie muito importante

para a aquicultura brasileira.

O Pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), € um peixe

encontrado no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e Bolivia (Sado, Bicudo e
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Cyrino, 2013, Valladao, Gallani e Pilarski, 2018) cuja criagdo vem se intensificando
nos ultimos anos devido a rusticidade, elevada taxa de crescimento, facilidade de
manejo e aceitacdo da carne pelo mercado consumidor (Jomori et al., 2005;
Urbinati, Goncalves e Takahashi, 2010). Além disso, o pacu tem fisiologia
intimamente relacionada a outras espécies (Colossoma macropomum e Piaractus
brachypomus) de importancia comercial nos paises da América do Sul (Jomori et
al., 2005; Kumar et al., 2017).

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) (Protocolo 010994/18), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, UNESP, Jaboticabal.

2.1. Periodo de alimentacéo

Foram utilizados 160 pacus (84,2 £ 1,2g) oriundos da mesma desova,
provenientes do Laboratério de Reproducéo de Peixes do Caunesp, 0s quais foram
distribuidos em 16 aquéarios (0,1 m3) com renovacdo constante de agua e
oxigenacao suplementar. O periodo de aclimatacdo as condi¢cdes laboratoriais
durou 14 dias e em seguida, os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (3%
do peso vivo) por seis semanas com as dietas experimentais. O experimento foi
realizado com quatro réplicas e cada uma foi representada por um aquario. A
temperatura e o oxigénio da agua foram monitorados diariamente e a amodnia, pH
e nitrito a cada 15 dias. Os parametros de qualidade de 4gua se mantiveram
adequados a producdo da espécie (Urbinati, Goncalves e Takahashi, 2010), a
temperatura média foi 26,8+0,7°C, o oxigénio dissolvido 5,2+0,5mg L*, pH 7,3+0,1,
a amoOnia e nitrito 0,18+0,06mg L' e 0,03+0,04mg L respectivamente. Apds o
periodo de alimentacdo experimental, todos os peixes foram anestesiados com
solucéo de benzocaina (0,1g L) e pesados para realizacéo das andlises descritas

abaixo.
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Foram formuladas quatro dietas isoproteicas e isonergéticas com

suplementacdo vitaminica e mineral (Tabela 1). Uma dieta extrudada basica foi

misturada mecanicamente com 2% de 6leo vegetal e suplementada com parede

celular de levedura 1g kg (Par), com levedura selenizada 0,6mg kg (Sel) ou com

levedura selenizada 0,6mg + parede de levedura 1g kg! (Sel+Par). O grupo

controle (Ctrl) n&o teve adicdo de parede celular ou levedura selenizada. A fonte de

levedura selenizada e de parede celular de levedura (S. cerevisiae) foi proveniente

dos produtos Selsaf 3000® e Safmannam® (Phileo - Lesaffre, Marcq-en-Baroeul,

Franca) e o nivel de adi¢do seguiu a recomendacao do fabricante.

Tabela 1. Composicdo percentual da dieta basica experimental.

Ingredientes % CTRL PAR SEL SEL+PAR
Farinha de visceras 7,5 7,5 7,5 7,5
Farinha de peixe 4,0 4,0 4,0 4,0
Farinha de soja 35,8 35,8 35,8 35,8
Milho 14,0 14,0 14,0 14,0
Farelo de trigo 12,5 12,5 12,5 12,5
Oleo de soja 3,0 3,0 3,0 3,0
Quirera de arroz (Arroz) 9,0 9,0 9,0 9,0
Farelo de arroz 3,0 3,0 3,0 3,0
Farinha de algodéao 4,5 4,5 4,5 4,5
NaCl 0,0 0,0 0,0 0,0
Fosfato de célcico 3,6 3,6 3,6 3,6
Calcario 1,6 1,6 1,6 1,6
Antifungico (filax) 0,15 0,15 0,15 0,15
BHT, antioxidante 0,05 0,05 0,05 0,05
Suplemento vitaminico e mineral* 0,5 0,5 0,5 0,5
L- Lisina HCL 0,5 0,5 0,5 0,5
DL-Metionina 0,3 0,3 0,3 0,3
TOTAL 100 100 100 100
Oleo de Soja 2,00 2,00 2,00 2,00
Selsaf 3000®? 0,00 0,00 0,06 0,06
Safmannam®3 0,00 0,10 0,00 0,10
Composicéo analisada

Matéria Seca (%) 90,66 90,75 90,72 91,32
Proteina Bruta (%) 30,0 30,02 30,03 30,35
Extrato Etéreo (%) 7,01 7,01 7,01 7,02
Fibra Bruta (%) 4,62 4,62 4,62 4,62
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Matéria Mineral (%) 6,52 6,52 6,52 6,56
Extrato ndo nitrogenado* (%) 37,38 37,44 37,40 37,64
Energia bruta (Kcal/kg) 4077 4082 4079 4110

tAgromix Nutric&o Animal. Jaboticabal-SP. Niveis de garantia kg do produto. Acido Félico 1200,00 mg/kg; Acido Pantaténico
10.000,00 mg/kg; Biotina 200,00 mg/kg; Cobalto 80,00 mg/kg; Cobre 3.500,00 mg/kg; Colina 100,00 g/kg; lodo 160,00 mg/kg;
Inositol 25,00 g/kg; Manganés 10.000,00 mg/kg; Selénio 100,00 mg/kg; Vitamina A 2.400.000,00 Ul/kg; Vitamina B1 4.000,00
mg/kg; Vitamina B2 4.000,00 mg/kg; Vitamina B12 8.000,00 mcg/kg; Vitamina C 60,00 g/kg; Vitamina B2 4.000,00 mg/kg;
Vitamina B6 3.500,00 mg/kg; Vitamina D3 600.000,00 Ul/kg; Vitamina E 30.000,00 Ul/kg; Vitamina K3 3.000,00 mg/kg; Zinco
24,00 mg/kg; Acido Nicotinico 20,00 g/kg; Ferro 20,00 g/kg;

2Levedura Selénizada (Selsaf 3000®, Phileo/Lesaffre, Franga)

3 Parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae:

“ENN = MS-(PB+EE+MM+FB).

2.3. Desempenho produtivo

O desempenho produtivo foi avaliado conforme os calculos a seguir: Ganho
de peso = Peso final (g) — Peso inicial (g); Conversdo alimentar aparente =
(Consumo de racao (g)) / (ganho de peso (g)); Taxa de crescimento especifico =
(Ln massa final-Ln massa inicial x 100)/(ndias) e Eficiéncia alimentar = (Ganho de

peso (g)) / (consumo de alimento (g)) x 100.

2.4. Morfometria intestinal

Ao término do periodo de alimentacdo com as dietas experimentais, 0
segmento anterior do intestino, localizado dois centimetros a partir do estomago,
foi coletado de oito peixes por tratamento para analise da morfometria intestinal.
Cada fragmento do intestino foi fixado em solucdo de formalina tamponada (10%)
por 24 horas e desidratados em série crescente de alcool, clarificados com xilol,
incluidos em parafina a 60°C. Os fragmentos foram divididos em secgbes de 5um,
separados em laminas, corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e Periodic acid-
Schiff (PAS) e fotografados em microscépio 6ptico Nikon E200 contendo sistema
de captura de imagem Motic 5.0, para analise da altura e largura das vilosidades e
contagem de células caliciformes segundo Cerezuela et al., (2012) e Dimitroglou et
al., (2010).
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2.5. Desafio com Aeromonas hydrophila

A bactéria A. hydrophila utilizada no desafio foi previamente isolada de
pacu naturalmente infectado e identificada por sequenciamento do gene 16sRNA
(GenBank: MH591949.1). A estirpe foi inativada por banho-maria a 56°C por 30
min e inoculada na cavidade celoméatica de 30 peixes por grupo na dose
previamente determinada pela DLso (8,1x107 UFC mL™; 1% p/v) para estimular o
sistema imunologico do pacu. Antes, 6 e 24 horas ap0s o desafio (HPD), 10 peixes
por grupo tiveram o sangue coletado por pun¢édo do vaso caudal para realizacao

das andlises imunoldgicas.

2.6. Analises imunoldgicas

2.6.1. Atividade respiratoria dos leucécitos (burst oxidativo),
Lisozima e Complemento (Via alternativa)

A atividade respiratoria de leucocitos (Burst oxidativo) foi mensurada a
partir da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS), seguindo o protocolo
de Anderson e Siwicki (1995) modificado para o pacu (Biller-Takahashi et al., 2013).
Apoés a amostragem, 0,1mL de sangue foi adicionado a um volume igual de tampéao
NBT (Sigma-Aldrich, MO, USA) (0,2%) por 30min a 25°C. Apoés a incubacéo, 50uL
da solucédo foi adicionada a 1mL de N, N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich, MO,
USA), e em seguida centrifugada a 3.000G por 5 min. O sobrenadante foi lido em

espectrofotdmetro (Unico 2100) a 540nm de absorbancia.

Para as demais analises imunolégicas, parte do sangue foi mantida a
temperatura ambiente por quatro horas para separacéo do soro que foi utilizado na
determinacdo da atividade da lisozima e atividade hemolitica do sistema
complemento. A producdo de lisozima foi determinada segundo metodologia
proposta por Ellis (1990), modificada por Abreu (2009) e Biller-Takahashi et al
(2014). Brevemente, 125uL de uma solucao contendo Micrococcus lysodeikticus
(0,2mg mL™1) foi misturada com 50uL de soro e incubada por 1 hora em leitor de
microplacas e medida pela reducédo da absorbancia da solucdo a 450nm a cada 5

min, durante 10 min, utilizando um aparelho ELISA (ThermoPlate Reader MN).
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A atividade hemolitica das proteinas do sistema complemento (AHCso) foi
mensurada de acordo com Zanuzzo et al. (2015). Para tanto, 50ul de cada amostra
foi adicionada a 950ul de solucdo contendo eritrocitos de coelho (2x108 cells mLt)
e tampao TEA-EGTA-Mg?* (4cido trietanolamina etilenoglicol tetracético, 8mM,
2mM de Mg?* e 0,1% de gelatina). A analise foi realizada em leitor de microplacas
no qual foi mensurado o tempo requerido em segundos para a densidade éptica ser
reduzida pela metade (50% de hemdlise de eritrécitos de coelho pela via alternativa
do complemento). A atividade foi transformada pela seguinte formula: AHCso =
1/leitura da amostra.

2.7. Indicadores de estresse
2.7.1. Cortisol e Glicemia

A concentracdo plasmatica do cortisol foi determinada utilizando kit para
ensaio imunoenzimatico (DRG International, USA; Cortisol ELISA, EIA 1887) e a
concentragao de glicose plasmatica foi analisada pelo método enzimatico (Labtest

kit, Sdo Paulo, Brasil) seguindo as recomendac¢des dos fabricantes.

2.8. Analise Estatistica

Os dados foram testados quanto a homocedasticidade e normalidade
segundo os testes de Levene e Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, os resultados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan.
Os resultados foram expressos em média + desvio padrao (DP) e a diferenca entre

as médias foi considerada significativa para o valor de p<0,05.

3. RESULTADOS

Apbs seis semanas de fornecimento das dietas experimentais, 0s grupos
avaliados ndo foram diferentes quanto ao ganho de peso, conversdo alimentar
aparente, taxa de crescimento especifico ou eficiéncia alimentar (p>0,05) (Tabela
2).
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Tabela 2. Desempenho produtivo de P. mesopotamicus apds seis semanas de suplementacao
dietética com parede celular de levedura (Par), levedura selenizada (Sel) e levedura selenizada +
parede celular de levedura (Sel+Par).

Grupos GP (9) CAA TCE (%) EA (%)
Ctrl 139,04 + 1581 159 + 0,20 0,97 + 0,08 63,78 + 7,90
Par 151,88 + 30,01 1,31 + 0,14 1,10 £ 0,08 77,05 £ 8,69
Sel 139,30 + 15,27 163 + 0,15 0,95 + 0,05 61,75 + 5,80
Sel+Par 154,19 + 2581 1,30 + 0,28 1,12 + 0,10 78,61 + 10,60
F - value 0,381 3,325 0,679 3,242
P — value 0,769 0,060 0,066 0,060

Resultados representados por média + desvio padrdao. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos segundo teste
ANOVA seguido pelo teste de Duncan.

Ganho de peso (GP) = Peso final (g) — Peso inicial (g).

Converséo alimentar aparente (CAA) = (Consumo de racao (g)) / (ganho de peso (g))

Taxa de crescimento especifico (TCE) = (Ln massa final-Ln massa inicial x 100)/(ndias)

Eficiéncia alimentar (EA)= (Ganho de peso (g)) / (consumo de alimento (g)) x 100.

Os grupos testados também néo tiveram diferenca significativa da altura e

largura das vilosidades intestinais (Tabela 3).

Tabela 3. Morfometria da regido anterior do intestino de P. mesopotamicus apos seis semanas de
suplementacéo dietética com parede celular de levedura (Par), levedura selenizada (Sel) e levedura
selenizada + parede celular de levedura (Sel+Par).

Grupos Largura dos vilos Altura dos vilos
(pm)* (um)>

Ctrl 86,121 + 21,80 390,15 + 147,36

Par 79,412 + 16,39 393,44 + 93,21

Sel 90,86 + 22,18 398,58 + 87,62

Sel+Par 121,54 + 91,97 431,62 £ 123,55

F — value 1,045 0,209

P — value 0,395 0,889

Resultados representados por média + desvio padrdo. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos segundo teste
ANOVA seguido pelo teste de Duncan (p<0,05).

!Largura dos vilos: Distancia perpendicular a altura da vilosidade

2Altura dos vilos: Distancia da base da vilosidade até seu apice.

Todos os grupos mostraram valores semelhantes para Burst oxidativo
antes do desafio bacteriano (Figura 1, Tabela 4). Os grupos Par e Sel+Par
mostraram os menores valores de burst oxidativo 6 HPD em relacdo ao grupo Sel
e controle (p< 0,01). Os valores destes grupos retornaram ao nivel basal 24 HPD.

Por outro lado, os peixes que receberam racdo suplementada somente com
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levedura selenizada tiveram maior atividade respiratdria dos leucécitos 24 HPD em

relacdo aos demais grupos (p<0,05).

A AHCso do grupo Sel+Par foi maior que os demais grupos antes do desafio
bacteriano (p<0,01) e se manteve constante em todos os tempos de amostragem.
O grupo Par, 06 HPD, mostrou menores valores quando comparado ao grupo

Sel+Par (p<0,05). Nao houve diferenca entre os diferentes tratamentos 24 HPD.

Assim como aconteceu com a AHCso, 0 grupo Par, 06 HPD, também
apresentou menor atividade da lisozima quando comparado ao grupo Sel+Par
(p<0,05). 24 HPD, o grupo Sel+Par mostrou atividade da lisozima superior ao grupo
Ctrl. Nao foi observado diferenca na glicemia plasmatica entre os grupos avaliados.
A concentracao plasmatica de cortisol no grupo Par foi maior que o Ctrl antes do
desafio bacteriano. Todos 0s grupos que receberam as dietas experimentais
apresentaram valores maiores que o grupo controle 6 HPD. Neste tempo, 0 grupo
Par apresentou concentracdo semelhante ao grupo Sel+Par e ambos apresentaram
valores maiores que o grupo Sel. Todos os grupos apresentaram concentracdes de

cortisol plasmatico semelhante 24 HPD.
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Figura 1. Atividade respiratéria de leucdcitos (A), nivel de Lisozima (B), atividade hemolitica do
sistema complemento (Via alternativa) (C); nivel de cortisol plasmatico (D) e glicemia (E) de pacus
(P. mesopotamicus) alimentados com dietas contendo parede de levedura (Par), levedura
selenizada (Sel) e levedura selenizada + parede de levedura (Sel+Par), antes, 6 horas e 24 apés
desafio com A. hydrophila. Letras maiusculas distintas indicam diferencgas entre os tempos de coleta.
Letras minasculas diferentes indicam diferencgas entre grupos em um mesmo tempo de amostragem.
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Tabela 3. indices imunoldgicos de pacus (P. mesopotamicus) alimentados com parede celular de levedura (Par),

levedura + levedura selenizada (Sel+Par) por seis semanas.

levedura selenizada (Sel) e parede de

Burst oxidativo Lisozima AHC50 Cortisol Glicemia
(DO 540 nm) (ng-uL?) (Reducéo da D.O) (ng'mL™Y) (ng-dL?)
Antes do desafio
Ctrl 0,30 =+ 0,011 A 2,47 + 0,18 Ba 0,30 + 0,011 Bbc 113,23 + 80,41 Cb 101,01 + 8,90 Aa
Par 0,35 +* 0,007 ABa 2,72 + 0,33 Ba 0,35 + 0,007 Bb 256,45 + 237,97 CBa 109,11 + 10,58 Aa
Sel 0,33 + 0,007 BA 2,77 + 0,33 Ba 0,33 + 0,007 Bc 161,88 + 83,10 Cba 96,66 =+ 11,26 Aa
Sel+Par 0,32 + 0,027 A 486 + 1,94 ABa 0,32 + 0,027 Aa 151,61 + 70,56 Cba 113,33 + 14,13 Aa
6 HPD
Ctrl 0,26 + 0,070 A 4,13 + 0,85 ABab 0,26 + 0,070 Aab 245,64 + 48,20 Cc 114,66 + 12,46 Aa
Par 0,18 + 0,073 Cb 3,11 + 0,57 Bb 0,18 + 0,073 Bb 571,09 + 106,15 Aa 120,33 + 19,55 Aa
Sel 0,30 + 0,081 Ba 478 + 1,64 ABab 0,30 + 0,032 Aab 439,66 + 14,09 Bb 107,11 + 4,48 Aa
Sel+Par 0,18 + 0,040 B 7,20 + 3,48 Aa 0,18 + 0,040 Aa 627,33 + 56,32 Aa 119,55 + 9,88 Aa
24 HPE
Ctrl 0,29 + 0,054 B 261 + 0,51 Bb 0,29 + 0,054 Aa 259,08 + 140,75 Bba 96,77 + 27,73 Aa
Par 0,33 + 0,068 Bb 3,57 + 0,30 ABab 0,33 * 0,068 Aa 364,12 + 170,34 ABa 104,55 + 22,95 Aa
Sel 0,39 + 0,048 Aa 3,60 + 0,24 ABab 0,39 * 0,048 Aa 303,68 + 123,11 Ba 91,55 + 7,07 Aa
Sel+Par 0,28 + 0,079 b 565 + 412 Aa 0,28 + 0,079 Aa 276,48 + 82,51 Ba 104,25 + 14,05 Aa
P value
Trat. <0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,006
Tempo <0,001 < 0,001 0,004 < 0,001 0,026
Trat. X tempo  <0,001 < 0,001 0,001 < 0,001 0,098

Letras mailsculas distintas indicam diferengas entre os tempos de coleta. Letras mindsculas diferentes indicam diferengas entre grupos em um mesmo tempo de amostragem.
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4. DISCUSSAO

Sao0 escassos os trabalhos que avaliam o uso da parede celular de
levedura, S. cerevisiae, na producdo de peixes. Além disso, o efeito do
fornecimento deste imunoestimulante juntamente com levedura selenizada é
completamente desconhecido na aquicultura. Neste estudo, foi investigado o efeito
do uso conjunto destes aditivos no desempenho produtivo e na resposta imune do
pacu.

A levedura-selenizada é uma importante fonte de selénio organico, em
particular de selenometionina (SeMet), principal constituinte das selenoproteinas.
As selenoproteinas desempenham papéis importantes em varios processos
fisiologicos, principalmente no controle, agdo e a formagéo de espécies reativas de
oxigénio (ERQO’s) e consequente reducao do estresse oxidativo (Papp et al., 2007;
Forstermann e Sessa, 2012; Klebanoff et al., 2013). A reducdo do estresse
oxidativo reduz a apoptose celular e estimula o aumento dos vilos intestinais e
melhor aproveitamento do alimento (Sastre e Pallardd, 2000; Mansour et al., 2017).
Além disso, algumas selenoproteinas como a desiodinase e a glutationa
peroxidase, regulam a conversdo do hormoénio tiroxina (T4) em um hormonio
metabolicamente ativo, 3,5,3'-triiodotironina (T3) (Kohrle and Gartner, 2009; Guo et
al., 2018; Khan et al., 2016,). A concentracao elevada de T3 no organismo modula
a sintese de horménio do crescimento (GH) em peixes, aumentando seu

crescimento (Khan et al., 2017; Kumar e Singh, 2019).

A parede celular de levedura representa cerca de 15 a 20% do peso seco
das células e as principais fracbes polissacaridicas sao p-glucanos e
mananoligossacarideos (MOS) (Shurson, 2018). O MOS pode induzir um melhor
desempenho produtivo dos peixes ao atuar como prebiotico, limitando a
colonizacéo de patdgenos no intestino e, como consequéncia, levando a um efeito
probidtico (Spring et al., 2015; Carbone et al., 2016; Shurson, 2018). Além disso, o
MOS promove a melhor integridade da mucosa intestinal, producdo de muco e
digestdo de nutrientes (Mahmoud et al., 2016; Nawaz et al., 2018; Torrecillas et al.,
2018).
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Os beneficios do selénio orgéanico (Salé et al., 2014; Calvo et al., 2016;
Knight et al., 2016; Lee et al., 2016; Mansour et al., 2017) ou dos componentes
isolados da parede celular de levedura, como B-glucanos (Petit e Wiegertjes, 2016;
Vallejos-Vidal et al., 2016; Huynh et al., 2017; Mohan et al., 2018; Navarrete e
Tovar-Ramirez, 2014; Zhou et al., 2018) e MOS (Forsatkar et al., 2018; Bai et al.,
2017; Rojo-Cebreros et al., 2018) tém sido relatados na producdo de peixes.
(Kapteyn, Van Den Ende e Kilis,1999; Shurson, 2018). Neste estudo, observamos
0 crescimento dos peixes de todos 0s grupos, entretanto, a dosagem sugerida pelo
fabricante dos imunoestimulantes, o tempo de suplementacdo das dietas e as
condigdes experimentais, ndo foram suficientes para modular alteragbes na
morfometria intestinal ou um melhor aproveitamento do alimento e consequente
crescimento. Isto justifica a auséncia de diferenca significativa no GP, CAA, EA ou
TCE entre os grupos avaliados. Li et al. (2016), ndo observaram diferenca no
desempenho produtivo de frangos alimentados com dieta suplementada com 1g-kg-
! de parede celular de levedura, constatando que esse nivel foi muito baixo para as
aves. A auséncia de efeito no desempenho produtivo para peixes alimentados com
MOS também foi observada por Gelibolu et al., (2018) em um experimento com 15
semanas de alimentacao, por Dimitroglou et al., (2010) alimentando Sparus aurata
por nove semanas e por Akter et al., (2016), fornecendo 0,2% e 0,4% de MOS por

12 semanas.

Apesar de ndo encontrar diferenca no desempenho produtivo, 0s
resultados encontrados reforcam o importante papel da levedura selenizada e da
parede celular de levedura na modulacédo da resposta imunolégica de peixes, pois,
observamos que a administracdo somente da levedura selenizada ou conjunta dos
dois aditivos estimulou a atividade respiratéria dos leucécitos, a atividade da

lisozima e hemolitica do sistema complemento.

Um dos principais patdégenos causadores de mortalidade na criacdo de
pacu é a bactéria gram-negativa A. hydrophila, (Farias et al., 2016). Apds seis
semanas de fornecimento das dietas experimentais, foi inoculado A. hydrophila
inativa na cavidade celomatica do pacu para estimular a resposta imune do
organismo a invasao do patégeno como proposto por Rodriguez, Novoa e Figueras

et al., (2008) e Zheng et al., (2018). Ja foi observado que no inicio do processo
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inflamatorio os leucdcitos granulares séo recrutados por substancias vasoativas e
fatores quimiotaticos para atuar no sitio da inflamacédo, eliminando patégenos
através da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a atividade
respiratéria dos leucdcitos (Haslett, 1997). Algumas proteinas, enzimas e
substancias envolvidas na resposta inflamatéria e produzidas durante esse
processo respiratério, como o Oxido nitrico (NO), ndo estdo presentes nos
macrofagos em repouso, mas sdo induzidas por ativacdo de receptores de
reconhecimento padrdo em resposta as citocinas e/ou padres moleculares

associados aos patdgenos (Xu, et al., 2010; Forstermann e Sessa, 2012).

O desafio com a bactéria intensificou o estresse em todos 0s grupos
experimentais, observado pelo aumento nos niveis de cortisol circulante, um dos
principais indicadores da condicéo de estresse primario (Wendelaar Bonga, 2011).
Os grupos Par e Sel+Par apresentaram maiores valores de cortisol 6 HPD.
Entretanto, o grupo Sel+Par demonstrou maior capacidade de reducdo deste
horménio entre 6 HPD e 24 HPD, sugerindo uma metabolizacdo mais rapida que

0s demais grupos.

Os componentes presentes na composicao da parede celular de levedura,
como B-glucano, quitina e mananoligossacarideos (MOS) podem estimular o
sistema imunolégico dos animais (Sauerwein, Schmitz e Hiss, 2007; Shurson,
2018). Os B-glucanos compdem aproximadamente 60% do peso seco da parede
celular, sdo parte importante da sua estrutura interna (Shurson, 2018; Kilis et al.,
2006) no intestino, sdo reconhecidos por receptores da superficie dos macrofagos
gue, no momento da invasdo por patdgenos, iniciam uma cascata na modulacao
da reposta imune levando a rapida migracdo das células ativas para o sitio da
inflamacéao (Klis et al., 2006; Minami, et al., 2011). Os MOS também tém antigenos
reconhecidos pelas células do intestino como padrdes moleculares associados a
patdégenos e desencadeiam uma resposta inflamatdria leve e ndo patogénica
(Torrecillas et al. 2014; Selin e Reda, 2015; bu-Elala et al., 2018).

Nosso estudo demonstrou uma reducdo da atividade respiratoria dos
leucdcitos 06 HPD nos grupos Par e Sel+Par. Isto pode ter acontecido por diversos
fatores, sobretudo pela intensa migracédo de leucécitos da corrente sanguinea para

o local da inflamacéo, reduzindo a concentracdo de EROs no soro 24 HPD. Esta
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7

migracdo é um processo natural e normal que é potencializado pelo uso de
imunoestimulantes (Silva, 2005; Ranzani-Paiva et al., 2008; Dias et al., 2009). Outro
motivo pode estar relacionado diretamente a agdo imunossupressora do cortisol na
atividade respiratoria dos leucocitos. Em ambos os casos, o fornecimento de
parede celular de levedura esta ligado a reducao do burst oxidativo e a elevacao
do cortisol, como observado 6 HPD. O grupo Sel, 24 HPD, apresentou maior valor
do cortisol em comparacdo aos demais grupos. O selénio € um mineral que
participa diretamente da producéao intra e extracelular de EROs (Wise et al., 1993).
Por isto, espera-se que ele influencie a atividade respiratoria dos leucocitos nos
peixes alimentados com racgao contendo este aditivo. De fato, a suplementacdo com
selénio na dieta manteve a atividade respiratoria dos leucécitos semelhante ao
grupo controle 6 HPD e a elevou 24 HPD quando comparado aos demais grupos.
O efeito do fornecimento de selénio na atividade respiratoria de leucocitos também
foi observado por Biller-Takahashi et al., (2015), Takahashi et al., (2016) e Mansour
etal., (2017). As respostas para o burst oxidativo demonstradas pelo grupo Sel+Par
indicam que o fornecimento isolado de parede celular de levedura exerce maior
influéncia neste indice imunologico, uma vez que Sel+Par foi igual a Par, 06 HPD
e 24 HPD.

As proteinas do sistema complemento se encontram inativas ou pouco
ativadas na corrente sanguinea e tem como principais funcdes a lise da parede
celular de corpos estranhos, a opsonizacdo de patdgenos e a quimiotaxia de
leucdcitos (Secombes, 1996, Rus, Cudrici e Niculescu, 2005). O uso de levedura
selenizada com parede celular de levedura promoveu o aumento AHCsp antes do
desafio e pode ter elevado a quimiotaxia de macréfagos nas primeiras horas apés
o desafio bacteriano. Este fato pode ser confirmado se considerarmos a reducao
da atividade respiratoria dos leucécitos no grupo Sel+Par 6 HPD, devido a migracéo
de células para o sitio da inflamacéo e pela manutencdo de atividade elevada da
lisozima apds o desafio bacteriano. Neste cenario, a reducdo do burst oxidativo 6
HPD no grupo Par pode ter ocorrido pela imunossupressdo ocasionada pelo
cortisol. Assim, como neste experimento, Takahashi et al., (2016) ndo observaram
efeito do fornecimento isolado de selénio na AHCso em relagéo ao grupo controle.
Acreditamos que o aumento da AHC esteja ligada a acdo sinérgica entre 0s
componentes inflamatérios da parede celular de levedura, a fungéo prebiotica do
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MOS e a acao da levedura selenizada na resposta antioxidante, que ocasiona bem-

estar nos peixes e melhora do sistema imunologico.

Acredita-se que a lisozima sérica de peixes tenha origem leucocitéria
(Cecchini et al., 2000) e que ela apresenta importancia primordial no combate as
infecgbes em peixes, por isto, sua atividade tem sido frequentemente utilizada como
indicadora da funcdo imune inespecifica (Vazzana, Parrinello e Cammarata, 2003;
Saurabh e Sahoo, 2008). Diferente dos nossos resultados, Lee et al., (2016)
observaram maior atividade da lisozima sérica em tilapia-do-Nilo apos
suplementacao dietética com selénio. Assim, como a elevacédo da AHCsp antes do
desafio, a maior atividade da lisozima 24 HPD no grupo Sel+Par evidenciam o efeito
sinérgico do uso dos imunoestimulantes testados, indicando maior poder de

eliminacdo de patdégenos.

O hormoénio cortisol é essencial para os animais, pois garante a producao
e distribuicdo de energia aos tecidos durante situacdes adversas (Barton e Iwama,
1991; Urbinati, Zanuzzo e Biller-Takahashi, 2014). Entretanto, niveis elevados de
cortisol causam efeitos deletérios na saude dos animais quando perduram por
muito tempo (Wendelaar Bonga, 2011; Mommsen, Vijayan e Moon, 1999; Carneiro
e Urbinati, 2004; Urbinati, Zanuzzo e Biller-Takahashi, 2014). A elevacéao dos niveis
de cortisol observadas neste experimento mostra o efeito da parede celular de
levedura e da levedura selenizada em modular, de diferentes maneiras, a resposta
ao estresse nas primeiras horas apos o desafio bacteriano. A reducéo da atividade
respiratéria dos leucocitos, AHCsp e atividade da lisozima no grupo Par em relacao
ao grupo Sel+Par 6 HPD pode ter ocorrido pelo efeito imunossupressor da resposta
imune causado pela elevacao do cortisol, como mencionado anteriormente (Philip
e Viajayan, 2015; Qiang et al.,, 2018). Entretanto, o curto periodo de
imunossupressao observado, ndo nos permite afirmar por quais motivos a parede
celular de levedura elevou o cortisol plasmatico ou se houve desvio energético para

outras funcdes benéficas.

Neste experimento, observamos que o fornecimento de levedura
selenizada juntamente com a parede celular de levedura (Sel+Par) atenuou a

resposta hormonal, prevenindo uma imunossupressdo em situacao severa de
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estresse, como foi o0 caso da inoculacdo bacteriana, mantendo elevada a atividade

de lisozima e do complemento.

Assim, os resultados encontrados neste estudo demonstram que a
administracao conjunta de levedura selenizada e parede celular de levedura, ou o
uso isolado de levedura selenizada na dieta do pacu incrementa a resposta imune,
evidenciando sua agdo imunoestimulante. Embora os resultados encontrados
sejam muito promissores, ainda € imprescindivel novos estudos que tenham como
objetivo conhecer os efeitos da parede celular de levedura nos peixes e 0 motivo
da elevacao do cortisol plasmatico nestes.
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CAPITULO 3

Efeito da levedura Saccharomyces cerevisiae, parede celular de levedura e
levedura selenizada no desempenho produtivo e resposta imunoldgica de

tilapia-do-Nilo
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Efeito da levedura Saccharomyces cerevisiae, parede celular de
levedura e levedura selenizada no desempenho produtivo e

resposta imunoldgica de tilapia-do-Nilo

RESUMO

A estrutura celular da levedura, Saccharomyces cerevisiae, apresenta importantes
compostos imunoestimulantes utilizados na aquicultura. Entretanto, o0s
mecanismos de atuacdo e o efeito da interacdo destes compostos ainda séo
desconhecidos. Neste estudo buscou-se compreender o efeito do uso de levedura
selenizada (SEL), parede celular de levedura (PAR) e levedura viva, S. cerevisiae
(LEV). Para tanto, foram utilizados 288 juvenis de tilapia-do-Nilo (20,6 + 3,89)
distribuidos em seis grupos experimentais, de acordo com a suplementacao
dietética a seguir: CTRL (Controle), SEL (0,69 kg levedura selenizada), PAR (1,09
kg parede celular de levedura), LEV (1g kg*levedura S. cerevisisae), SEL+LEV
(0,69 kg levedura selenizada + 1g kg™ levedura) e SEL+PAR (0,69 kg levedura
selenizada + 1,0g kg parede celular de levedura). Durante o periodo experimental
0os animais foram avaliados quanto ao desempenho produtivo e a resposta
imunologica. Os grupos LEV e SEL+LEV apresentaram melhores indices de
desempenho produtivo e maior altura dos vilos intestinais. A atividade respiratoria
dos leucdcitos foi maior nos grupos PAR e SEL+PAR com 60 dias de alimentacéo,
enquanto que com 90 dias, os grupos LEV e SEL+LEV tiveram maior atividade.
Observamos que o0s peixes suplementados com dieta contendo SEL+LEV e
SEL+PAR tiveram os maiores valores de atividade da lisozima, que os grupos LEV
e SEL+LEV apresentaram maior atividade hemolitica do sistema complemento, que
perdurou por mais tempo e que os grupos PAR e SEL+PAR apresentaram 0s
maiores valores de cortisol sérico. Concluimos que o uso em conjunto dos

imunoestimulantes testados incrementam o sistema imunoldgico inato da tilapia.

Palavras-chave: Imunoestimulantes, parede celular de levedura, levedura

selenizada
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1. INTRODUCAO

O uso de antimicrobianos como medida preventiva & acao de patégenos e
como promotor de crescimento ndo é mais uma alternativa aceitavel e por isto a
utilizacdo de imunoestimulantes tem sido amplamente recomendada (Cruz et al.,
2012; Barman et al., 2013; Navarrete e Tovar-Ramirez 2014; Carbone e Gaggio,
2016; Bahi et al., 2017; Hoseinifar et al., 2018).

Os imunoestimulantes atuam sobre diversos mecanismos no organismo
dos animais e resultam na ativacao rapida dos mecanismos de defesa inata,
promovendo resisténcia a acdo de patdgenos, reducdo do estresse e
consequentemente, a melhora do desempenho produtivo (Barman et al., 2013,
Tafalla et al., 2013; Song et al., 2014; Deivasigamani e Subramanian 2016; Ringg
et al., 2012; Vallejos-Vidal et al., 2016).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um probiotico que atua no
intestino, competindo com patégenos por nutrientes e sitios de adeséao, produzindo
compostos antimicrobianos, excretando enzimas uteis a digestao e na manutencao
da integridade intestinal (Ringg et al., 2010; Spring et al., 2015; Dawood et al., 2016;
Carbone et al., 2016; Torrecillas et al., 2018). A parede celular da levedura contém
dois dos principais suplementos funcionais utilizados na aquicultura, o
mananoligossacarideo (MOS) e o B-glucano (Bagni et al., 2005, Whittington et al.,
2005; Meena et al., 2013, Vetvicka et al., 2013; Soares et al., 2018).

O selénio é um micronutriente traco essencial e fundamental na
manutencédo das condi¢des fisioldgicas normais de animais, incluindo peixes (NRC,
1993). A levedura acumula naturalmente o selénio inorganico do meio de cultura e
0 converte para forma organica (selenometionina) ao compor suas estruturas
celulares (levedura selenizada) (Kieliszek et al., 2015). A selenometionina tem
papel fundamental na atividade antioxidante, no crescimento, na expressao de
enzimas e proteinas do sistema imune e na manutencdo das funcdes efetoras
leucocitarias, incluindo aderéncia, migracdo e fagocitose (Lin, 2014; Biller-
Takahashi, 2015; Kumar et al. 2018).

Tanto a levedura integra, a parede celular da levedura como a levedura

selenizada atuam de diferentes maneiras na modulacdo do sistema imunologico e
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na reducdo do estresse oxidativo em peixes. Em estudos anteriores observamos
gue a utilizacdo da parede celular de levedura e levedura selenizada podem
modular a resposta imunoldgica e o estresse do pacu (Piaractus mesopotamicus).
Assim, este experimento, teve como objetivo avaliar o efeito da utilizagéo conjunta
da levedura integra, parede celular de levedura e levedura selenizada, como
suplemento alimentar para tilapia-do-Nilo para compreender melhor seus
mecanismos de atuacdo, tanto na saude quanto no desempenho produtivo dos

peixes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Dieta

A fonte de levedura viva (S. cerevisiae; 2x10° UFC g1), a parede celular de
levedura (S. cerevisiae) e a levedura selenizada foram obtidas de empresa, com 0s
nome comerciais de Procreatin 7®, Safmannam®, Selsaf 3000® (Phileo - Lesaffre,
Marcg-en-Baroeul, Franca). Seis dietas isoproteicas e isonergéticas foram
formuladas com suplementacao vitaminica e mineral, atendendo as exigéncias
para tilapia em crescimento (NRC, 1993). Uma dieta extrudada fora misturada
mecanicamente com 2% de 6leo vegetal e suplementada com um dos seguintes
adtivos: Levedura viva 1g kg'(LEV); Parede celular de levedura 1g kg* (PAR);
Levedura selenizada 0,6mg kg (SEL); Levedura selenizada 0,6mg + Parede de
levedura 1g kg (SEL+PAR); Levedura selenizada 1g kg + Levedura viva 1g kg
(SEL + LEV). O grupo controle (CTRL) teve adicdo de 2% de 6leo vegetal sem

imunoestimulantes (Tabela 1).
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Tabela 1. Composi¢do percentual da dieta basica experimental.

Ingredientes % Ctrl Par Sel Lev Sel+Par Sel+Lev
Farinha de visceras 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Farinha de peixe 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Farinha de soja 35,8 358 358 358 35,8 35,8
Milho 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0
Farelo de trigo 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Oleo de soja 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Quirera de arroz (Arroz) 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0
Farelo de arroz 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Farelo de algodéo 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
NaCl 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fosfato de calcico 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6
Calcério 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Antifungico (filax) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
BHT, antioxidante 005 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Supl. vitaminico e mineralt 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
L- Lisina HCL 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
DL-Metionina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
TOTAL 100 100 100 100 100 100
Oleo de Soja 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Selsaf 3000®? 0,0 0,0 0,06 0,00 0,06 0,06
Procreatin7®?3 0,0 0,0 0,00 0,10 0,00 0,10
Safmannam®* 0,0 0,10 0,00 0,00 0,10 0,0

Composicdo analisada

Matéria Seca (%) 90,66 90,76 90,72 90,75 91,32 91,32
Proteina Bruta (%) 30 30,02 30,03 30,04 30,35 30,37
Extrato Etéreo (%) 7,01 701 7,01 7,01 7,02 7,02
Fibra Bruta (%) 4,62 4,62 4,62 4,62 4,62 4,62
Matéria Mineral (%) 6,52 6,52 6,52 6,52 6,56 6,56

Extrato ndo nitrogenado® (%) 37,38 37,45 37,40 37,43 37,64 37,61
Energia bruta (Kcal/kg) 4077 4082,1 4079,8 4081,5 4110,3 4109,7

*Agromix Nutricdo Animal. Jaboticabal-SP. Niveis de garantia kg do produto. Acido Félico 1200,00 mg/kg; Acido Pantaténico
10.000,00 mg/kg; Biotina 200,00 mg/kg; Cobalto 80,00 mg/kg; Cobre 3.500,00 mg/kg; Colina 100,00 g/kg; lodo 160,00 mg/kg;
Inositol 25,00 g/kg; Manganés 10.000,00 mg/kg; Selénio 100,00 mg/kg; Vitamina A 2.400.000,00 Ul/kg; Vitamina B1 4.000,00
mg/kg; Vitamina B2 4.000,00 mg/kg; Vitamina B12 8.000,00 mcg/kg; Vitamina C 60,00 g/kg; Vitamina B2 4.000,00 mg/kg;
Vitamina B6 3.500,00 mg/kg; Vitamina D3 600.000,00 Ul/kg; Vitamina E 30.000,00 Ul/kg; Vitamina K3 3.000,00 mg/kg; Zinco
24,00 mg/kg; Acido Nicotinico 20,00 g/kg; Ferro 20,00 g/kg;

2Levedura Selénizada.
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3Leveduva viva (S. cerevisisae)
4 Parede celular de levedura (S. cerevisiae).
SENN = MS-(PB+EE+MM+FB).

2.2. Condigbes Experimentais

Foram utilizadas 288 tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
masculinizadas, com peso médio de 20,6+3,8g, provenientes de piscicultura
comercial e oriundas da mesma desova, distribuidas em 24 aquarios com volume
de 300L providos de renovacdo de agua constante e oxigenacao complementar.
Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais, quatro vezes ao dia,
com 3 a 5% do peso vivo (Furuya 2010; NRC, 1993) durante 90 dias. O experimento
foi realizado com quatro repeticbes representadas por um aquario contendo 12
peixes. A temperatura e 0 oxigénio da agua foram monitorados diariamente e o pH,
amonia e nitrito, a cada 15 dias. Os valores das variaveis se mantiveram adequados
a criacao da tilapia-do-Nilo (Boyd, 1990; Devi et al., 2017). A temperatura média foi
de 26,1°+1°C, o oxigénio dissolvido de 5,2+0,7 mg L, pH de 7,1+0,1, a amdnia e
nitrito de 0,38+0,14 mg L e 0,02+0,06 mg L, respectivamente.

2.3. Desempenho produtivo

O desempenho produtivo foi avaliado a cada 30 dias conforme os célculos:
Ganho de peso (GP) = Peso final (g) — Peso inicial (g); Conversao alimentar
aparente (CAA) = (Consumo de racdo (g))/(ganho de peso (g)); Taxa de
crescimento especifico (TCE) = (Ln massa final-Ln massa inicial x 100)/(ndias) e
Taxa de eficiéncia protéica (TEP) = (Ganho de peso (g))/(consumo de alimento X

proteina bruta na dieta (g)) x 100.

2.4. Morfometria Intestinal

Apébs 30, 60 e 90 dias de inicio do fornecimento da dieta experimental, o
segmento anterior do intestino, localizado dois centimetros a partir do estémago,
foi coletado de oito peixes por tratamento para analise da morfometria intestinal.

98

Caunesp



Doutorando Thiago Fernandes Alves Silva Orientadora — Fabiana Pilarski

Cada fragmento do intestino foi fixado em solugéao de formalina tamponada (10%)
por 24 horas e desidratados em série crescente de alcool, clarificados com xilol,
incluidos em parafina a 60°C, seccionados com 5um de espessura e corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) e Periodic acid-Schiff (PAS). As laminas foram montadas
em resina sintética, analisadas e fotografadas em microscdépio éptico Nikon E200
contendo sistema de captura de imagem Motic 5.0 para analise da altura e largura
das vilosidades e contagem de células caliciformes segundo Cerezuela et al.,
(2012) e Dimitroglou et al., (2010).

2.5. Desafio com Aeromonas hydrophila

A bactéria Gram-negativa, Aeromonas hydrophila, utilizada no desafio foi
previamente isolada de peixes naturalmente infectados e identificada pelo
sequenciamento do gene 16sRNA (GenBank: MH591949.1). A cepa foi inativada
em banho-Maria a 56°C por 30 min e inoculada na cavidade celomatica dos peixes
na dose previamente determinada pela DLso (3,25x107 UFC mL; 1% p/v) para
avaliar a ativacdo do sistema imune da tilapia apos 60 e 90 dias do fornecimento
das dietas experimentais. Antes, 8 e 24 horas apoés o desafio bacteriano (HPD), 10
peixes por grupo foram anestesiados com solugcdo de benzocaina (0,1g L) e
tiveram o sangue colhido por puncao do vaso caudal para realizacdo das analises

imunoldgicas.

2.6. Atividade respiratoria dos leucécitos (Burst oxidativo),
Atividade sérica da lisozima e Atividade hemolitica do sistema

complemento (Via alternativa)

A atividade respiratoria dos leucécitos (Burst oxidativo) foi mensurada a
partir da producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) seguindo o protocolo
de Anderson e Siwicki (1995) modificado por Biller-Takahashi et al., (2013). Para
tanto, 0,1mL de sangue foi adicionado a um volume igual de tampdo azul de
nitrotetrazolio (NBT; Sigma-Aldrich, MO, USA) (0,2%) por 30 min a 25°C. Apdés a

incubacgédo, 50puL da solucao foi adicionada a 1mL de N,N-dimetilformamida (Sigma-
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Aldrich, MO, USA), e em seguida centrifugada a 3.000 G por 5 min. O sobrenadante

foi lido em espectrofotdmetro (Unico, Feixe série 2100) a 540nm de absorbancia.

Para as demais analises imunoldgicas, parte do sangue foi mantida a
temperatura ambiente por quatro horas para separacdo do soro utilizado para
determinacdo de concentracdo de lisozima e atividade hemolitica do sistema

complemento.

A concentracgéo da lisozima foi determinada segundo metodologia proposta
por Ellis (1990), modificada por Abreu (2009) e Biller-Takahashi et al (2014).
Brevemente, 125uL de uma solucéo contendo Micrococcus lysodeikticus (0,2 mg
mL1) foi misturada com 50uL de soro e incubada por 1 hora em leitor de
microplacas e medida pela reducdo da absorbancia da solucdo a 450nm a cada
cinco minutos, durante dez minutos, utilizando um aparelho ELISA (ThermoPlate
Reader MN).

A atividade hemolitica das proteinas do sistema complemento (ACHso; Via
alternativa) foi mensurada de acordo com Zanuzzo et al., (2015). Para tanto, 50ul
de cada amostra foi adicionada a 950ul de solucéo contendo eritrécitos de coelho
(2'’x108 células por mL) e tampdo TEA-EGTA-Mg?* (4cido trietanolamina
etilenoglicol tetracético, 8mM, 2mM de Mg?* e 0,1% de gelatina). A andlise foi
realizada em leitor de microplacas para avaliacdo do tempo requerido em segundos
para a densidade 6ptica ser reduzida pela metade (50% de hemdlise de eritrécitos
de coelho pela via alternativa do complemento). A atividade foi transformada pela
seguinte formula: ACHso = 1/leitura da amostra de acordo com Zanuzzo et al.,
(2017).

2.7. Cortisol e Glicemia

A concentracdo plasmatica do cortisol foi determinada através de kit de
ensaio imunoenzimatico (DRG International, USA,; Cortisol ELISA, EIA 1887) e a
concentracdo de glicose plasmatica foi analisada pelo método enzimatico (Labtest

kit Sdo Paulo, Brasil) seguindo as recomendac¢des dos fabricantes.
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O estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissé&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
Jaboticabal (Protocolo 010995/18).

2.8. Anédlise Estatistica

Os dados foram testados quanto a homocedasticidade e normalidade
segundo os testes de Levene e Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, os resultados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA em DIC com 18 tratamentos em
esquema fatorial) seguida pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos em
meédiatdesvio padrdo (DP) e a diferenga entre as meédias foi considerada
significativa quando p<0,05.

3. RESULTADOS

Observamos diferencas no desempenho produtivo dos peixes a partir de
60 dias de suplementacdo dietética. Neste tempo, os grupos LEV e SEL+LEV
apresentaram melhores indices de GP, CAA, TCE e TEP (p<0,05). Com 90 dias de
experimento o grupo PAR apresentou médias de GP, CAA e TCE semelhantes ao
CTRL (Tabela 2) enquanto LEV e SEL+LEV mostraram os melhores valores médios

seguidos pelo grupo SEL (p<0,05).
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Tabela 2. Ganho de peso (CAA), conversdo alimentar aparente (CAA), taxa de crescimento
especifico (TCE) e taxa de eficiéncia proteica (TEP) de tilapia-do-Nilo alimentadas com dietas
contendo levedura selenizada (SEL), levedura (LEV), parede celular de levedura (PAR), selénio com
levedura (SEL+LEV) e selénio com parede celular de levedura (SEL+PAR) ap6s 30, 60 e 90 dias de
fornecimento das dietas experimentais.

Desempenho produtivo

Grupos
GP (9) CAA TCE (%) TEP (%)
30 dias
CTRL 452 £+ 11,0 1,78 + 0,28 1,71 £ 0,02 2,36 £ 0,05
SEL 49,2 + 129 1,82 + 0,38 1,80 + 0,03 2,36 + 0,08
LEV 480 = 174 1,81 + 0,31 1,77 £ 0,083 2,44 + 0,05
PAR 458 + 14,3 1,85 + 0,35 1,73 + 0,03 2,45 + 0,06
SEL+LEV 46,9 <+ 19,0 1,79 £ 0,29 1,75 £+ 0,02 2,44 + 0,06
SEL+PAR 48,3 + 16,5 1,78 + 0,28 1,78 + 0,02 2,44 + 0,05
60 dias
CTRL 98,7 + 172 ¢ 268 + 0,10 c 1,29 + 0,06 b 1,95 + 0,08 c
SEL 106,4 £ 23,1 bc 2,59 + 0,12 bc 1,33 £ 0,04 b 2,09 + 0,02 b
LEV 126,1 £+ 163 a 2,35 + 0,11 a 1,44 + 0,04 a 2,18 + 0,03 a
PAR 929 + 231 c¢c 261 £012c 125 + 0,06 b 191 + 0,08 c
SEL+LEV 130,3 £+ 270 a 235 + 0,13 a 1,46 £+ 0,03 a 2,17 + 0,03 a
SEL+PAR 101,5 £ 19,7 bc 2,59 + 0,13 bc 1,31 + 0,03 b 2,11 + 0,02 b
90 dias
CTRL 139,7 £+ 245 c 254 + 026 c 1,00 £ 0,02 ¢ 2,12 + 0,10 cb
SEL 156,0 £ 332 b 258 + 026 b 1,05 £ 0,02 b 2,21 + 0,05 b
LEV 174,7 £ 310 a 2,39 + 0,24 ab 1,10 £ 0,03 ab 2,29 + 0,06 a
PAR 1235 £+ 321 c 269 + 021 c 095 %+ 0,04 c 208 = 0,09 c
SEL+LEV 1889 + 320 a 222 + 025 a 1,13 £ 0,03 a 2,33 + 0,06 a
SEL+PAR 1426 + 24,6 bc 259 + 026 b 1,02 £+ 0,03 b 2,21 + 0,60 b
P value
Trat 0,01 0,01 0,01 0,01
Tempo <0,01 <0,01 0,516 0,05
Trat X tempo <0,01 <0,01 0,026 0,03
Letras mintsculas distintas indicam diferenca entre os tratamentos em um mesmo grupo de amostragens (p <0,05).
Valores so representados por médias + desvio padrao.
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Apos 30 dias de suplementacédo alimentar com os aditivos, a altura média
das vilosidades intestinais do grupo SEL foi significativamente maior do que nos
grupos PAR e SEL+PAR. ApGs 60 dias, os grupos SEL, LEV, SEL+LEV e SEL+PAR
tiveram médias maiores que o grupo CTRL. Neste tempo, os grupos CTRL e PAR
tiveram médias iguais. Apos 90 dias, o grupo SEL teve altura média dos vilos igual
ao grupo SEL+LEV e superior aos demais grupos (Figura 1, Tabela 3). Nao houve
diferenca na largura média das vilosidades e nem na quantidade média de células

caliciformes entre os grupos avaliados.

Tabela 3. Altura média das vilosidades do intestino anterior de tilapia-do-Nilo apés 30, 60 e 90 dias
de suplementacao dietética com levedura selenizada (SEL), levedura integra (LEV), parede celular
de levedura (PAR), levedura selenizada + levedura integra (SEL+LEV) e levedura selenizada +
parede celular de levedura (SEL+PAR).

Altura média das vilosidades (um)

30 dias 60 dias 90 dias

CTRL 198,43 + 126,75 Ab 199,32 + 65,02 d 201,76 + 58,3 ¢
SEL 219,60 £ 99,41 A 284,35 + 62,00 ab 322,63 + 82,8 a
LEV 193,45 + 51,63 Ab 258,00 + 136,67 bc 246,89 + 67,2 bc
PAR 170,45 £+ 4950 B 230,82 + 94,26 dc 217,87 = 52,7 bc
SEL+LEV 190,81 + 89,86 Ab 289,89 + 97,09 ae 283,30 £ 71,7 ad
SEL+PAR 163,35 + 29,25 B 258,78 + 61,97 bce 247,03 + 83,4 bcd

F value 4,221 10,53 8,88

P value 0,001 <0,01 <0,01

Resultados representados por média + desvio padrdo. Letras distintas mostram diferengas entre linhas em um mesmo tempo
de amostragem segundo teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p<0,05).
Altura dos vilos: Distancia da base da vilosidade até seu apice.
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Figura 1. Regido anterior do intestino de tilapia-do-Nilo alimentada com dieta suplementada com
aditivos e com dieta basal durante 90 dias. Grupo controle (A), levedura selenizada (B), levedura
(C), parede celular de levedura (D), levedura selenizada + parede celular de levedura (E) e levedura
selenizada + levedura (F). Setas indicam células caliciformes na borda dos vilos. Coloragao com
PAS.
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A atividade respiratéria dos leucécitos foi significativamente maior nos
grupos PAR e SEL+PAR 8 HPD apo6s 60 dias de alimentacao (p<0,05). Apés 90
dias, os grupos alimentados com racéo contendo LEV e SEL+LEV mostraram maior
atividade, seguidos por SEL, PAR e SEL+PAR que apresentaram resposta superior
ao CTRL (Figura 2).

Apos 60 dias de alimentagdo com as dietas experimentais, a atividade da
lisozima foi maior nos grupos SEL, SEL+LEV e SEL+PAR 8 HPD (p<0,05). Os
grupos SEL+LEV e SEL+PAR mantiveram valores superiores 24 HPD, seguidos
pelos grupos SEL e LEV (p<0,05). Neste tempo de amostragem, os grupos CTRL
e PAR apresentaram valores semelhantes (p<0,05). Apos 90 dias de alimentacao,
o grupo alimentado com racéo contendo SEL+LEV mostrou valores superiores aos
demais, seguido pelos grupos SEL e LEV, 8 HPD (p<0,05). Ap6s 24 horas do
desafio bacteriano, os grupos SEL+LEV e SEL+PAR apresentaram maior atividade
da lisozima, seguidos pelo grupo SEL (p<0,05) (Figura 3). A atividade hemolitica
do complemento no grupo SEL foi semelhante ao grupo CTRL em todas as
amostragens. Apos 60 dias de alimentacdo com as dietas experimentais, 0S grupos
LEV, SEL+LEV e SEL+PAR mostraram maior atividade 8 HPD, enquanto os grupos
LEV e SEL+LEV mantiveram os maiores niveis 24 HPD. Ap6s 90 dias de
alimentacéo, os grupos LEV e SEL+LEV também apresentaram maior atividade
gue os demais tratamentos 8 HPD e os grupos LEV, PAR, SEL+LEV e SEL+PAR
apresentaram maior atividade que o grupo CTRL e SEL 24 HPD (Figura 4).

A concentracao plasmatica do cortisol no grupo PAR foi maior 8 HPD apés
60 e 90 dias de alimentacdo. Os grupos SEL, LEV e SEL+LEV apresentaram
concentracdo mais baixa que CTRL 8 HPD apés 60 e 90 dias de fornecimento das
dietas experimentais (Figura 5 A). Apés 60 dias, a glicemia nos grupos SEL, LEV e
SEL+LEV foi menor que no grupo CTRL (p<0,05). Apds 90 dias, com 8HPD os
grupos LEV, PAR, SEL+LEV e SEL+PAR apresentaram maior concentracdo de
glicose que o grupo CTRL e SEL, que apresentaram valores semelhantes (Figura
5 B).
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Figura 2. Atividade respiratéria de leucécitos de tilapia-do-Nilo apds 60 dias (A) e 90 dias (B) de
alimentacdo com levedura selenizada (SEL), levedura (LEV), parede celular de levedura (PAR),
selénio com levedura (SEL+LEV) e selénio com parede celular de levedura antes, apés 8 e 24 horas
do desafio com A. hydrophila. Letras distintas indicam diferenca entre os tratamentos em um mesmo
grupo de amostragens (p <0,05).
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Figura 3. Atividade sérica de lisozima de tilapia-do-Nilo apdés 60 dias (A) e 90 dias (B) de
alimentacdo com levedura selenizada (SEL), levedura (LEV), parede celular de levedura (PAR),
selénio com levedura (SEL+LEV) e selénio com parede celular de levedura (SEL+PAR) antes, apos
8 e 24 horas do desafio com A. hydrophila. Letras distintas indicam diferenca entre os tratamentos
em um mesmo grupo de amostragens (p <0,05).
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Figura 4. Atividade hemolitica do sistema complemento (AHC50) de tilapia-do-Nilo apds 60 dias (A)
e 90 dias (B) de alimentacdo com levedura selenizada (SEL), levedura (LEV), parede celular de
levedura (PAR), selénio com levedura (SEL+LEV) e selénio com parede celular de levedura
(SEL+PAR), antes, ap0s 8 e 24 horas do desafio com A. hydrophila. Letras distintas indicam
diferenca entre os tratamentos em um mesmo grupo de amostragens (p <0,05).
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Figura 5. Concentracdo de Cortisol (A) e Glicose plasmatica (B) de tildpia-do-Nilo alimentadas com
dieta contendo levedura selenizada (SEL), levedura (LEV), parede celular de levedura (PAR),
selénio com levedura (SEL+LEV) e selénio com parede celular de levedura (SEL+PAR) ap6s 60 e
90 dias de alimentagcdo com as dietas experimentais, antes, apds 8 e 24 horas do desafio com A.
hydrophila. Letras distintas indicam diferenca entre os tratamentos em um mesmo grupo de
amostragens (p <0,05).

4. DISCUSSAO

A eficacia da utilizacdo da levedura S. cerevisiae, esta intimamente
relacionada aos fatores que influenciam sua colonizacdo no intestino, como a
concentracdo de microrganismos e o tempo de administracéo da dieta (Balcazar et
al., 2008; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Hai, 2015). A medida que a colonizacéo
se estabelece, ha uma reducdo de patdégenos ligados aos enterdcitos através da
producdo de compostos antimicrobianos e competicdo por sitios de adesdo e
nutrientes (Wang, Li e Lin, 2008; Song et al., 2014; Akhter et al., 2015; Dawood e
Koshio, 2016). A reducéo de patdgenos no intestino promove um desbalanco na

relacdo de multiplicagéo e apoptose celular com consequente crescimento dos vilos
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e aumento da area de absorcao de nutrientes, resultando no melhor aproveitamento
dos alimentos consumidos e consequentemente, melhorando o desempenho
produtivo (Kesarcodi-Watson et al., 2008; Dimitroglou et al., 2019). Por isto, neste
experimento, o fornecimento de S. cerevisiae promoveu melhores respostas no

desempenho produtivo das tilapias.

Além disso, o fornecimento de levedura viva juntamente com levedura
selenizada proporcionou o melhor aproveitamento das dietas consumidas apds 60
e 90 dias de experimento, resultando em melhor GP, CAA e TCE em relagdo aos
demais tratamentos. O papel da levedura selenizada no crescimento dos animais
pode ser atribuido a prevencao, reducdo e protecdo dos peixes a presenca de
espécies reativas de oxigénio (EROs) nocivas, reduzindo a apoptose celular e
mantendo a atividade de substancias facilmente oxidadas como carotendides e
vitamina A que podem aumentar a agua e a proteina nas células (Sastre e Pallardo,
2000; Mansour et al., 2017). Isto justifica também o aumento da area de absor¢ao

de nutrientes no intestino promovido pelo uso de levedura selenizada e levedura.

Por outro lado, a utilizacdo de parede celular de levedura demonstrou
incrementar a resposta imunologica dos peixes e ndo o desempenho produtivo. Os
principais componentes da parede celular de levedura sao o B-glucano e o MOS,
importantes polissacarideos que estimulam a resposta imunolégica em peixes (Klis
etal., 2006; Minami, et al., 2011; Vallejos-Vidal et al., 2016). Embora o fornecimento
isolado e concentrado destes compostos mostre importantes efeitos no
desempenho produtivo de peixes (Ringg et al., 2010; Spring et al., 2015; Dawood
et al., 2016; Carbone et al., 2016; Torrecillas et al., 2018), € possivel que a
guantidade fornecida ndo tenha sido suficiente para mostrar tal efeito. Por isto,
neste experimento, o grupo PAR mostrou desempenho produtivo semelhante ao
grupo controle. Embora na literatura seja relatado importantes efeitos da parede
celular de levedura no crescimento de aves (Santin et al., 2001; Zhang et al., 2005),
a resposta observada nas tilapias alimentadas com dieta suplementada com a
parede celular de levedura pode ter ocorrido devido a um desbalanco na
homeostase dos animais. Além disso, aparentemente a complexidade dos

polissacarideos constituintes da parede celular de levedura podem comprometer a
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digestibilidade da fragdo proteica, prejudicando o desempenho produtivo dos
animais (Murray e Marchant, 1986; Rumsey et al., 1990; Hisano et al., 2008;
Calberg et al., 2015; Pongpet et al., 2016; Carlberg et al. 2018) justificando os
resultados encontrados.

Os efeitos benéficos na modulagédo do sistema imunolégico demonstrado
pelas tilapias alimentadas com as dietas contendo S. cerevisiae, parede celular de
levedura e levedura selenizada corroboram outros autores que os descreveram
apos desafio em peixes (Li e Gatlin, 2003; Wang et al., 2007; kuctikbay et al., 2009;;
Le e Fotedar, 2014; Huyben et al., 2017; Wang et al., 2019). Apdés 60 dias da
alimentacdo com as dietas experimentais, 0os grupos PAR e SEL+PAR
apresentaram maior atividade respiratoria dos leucocitos em relacdo aos demais.
Isto aconteceu porque nas células fagociticas circulantes e teciduais, existem
receptores especificos para os PAMP’s presentes na parede celular de levedura
gue ao serem reconhecidos elevam sua capacidade de producédo de espécies
reativas de oxigénio e secretam citocinas que mediam a formacé&o e recrutamento
de novas células brancas no sangue. Assim, a alta concentracéo de parede celular
de levedura fornecida, promoveu o estimulo imunolégico observado apos 60 dias
de alimentacéo. Por outro lado, as condi¢des experimentais adotadas, assim como,
0s aspectos fisioldgicos do intestino dos peixes podem ndao ter sido ideais para
permitir a adeséo e colonizacdo da levedura fazendo com que seus efeitos na
atividade respiratéria de leucocitos s6 fossem observados 90 dias apos a

alimentacédo com a dieta.

O efeito da administracdo de selénio também sé foi observado no burst
oxidativo apds 90 dias de fornecimento da dieta experimental nos grupos SEL e
SEL+LEV. Takahashi et al., (2016) observaram efeito na atividade respiratoria dos
leucécitos com o uso de 1,15mg kg de levedura selenizada por 65 dias na dieta
de Piaractus mesopotamicus. Assim, a auséncia de efeito da levedura selenizada
apos 60 dias pode ter sido ocasionada pela baixa concentracdo de selénio utilizada.
E provéavel que a suplementacéo dietética de selénio também promova o aumento
do numero de leucdcitos circulantes na corrente sanguinea e consequente

elevacao do burst oxidativo apos desafio bacteriano (Biller-Takahashi et al., 2015).
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Uma vez que a lisozima é expressa, sintetizada e secretada por neutrofilos,
mondcitos e macréfagos (Abu-Elala et al., 2013), o aumento do namero de células
brancas também explica a elevacdo dos niveis séricos de lisozima encontrada nos
grupos alimentados com selénio. Também ja é conhecido que S. cerevisiae
estimula a producéo de lisozima em teledsteos (Abu-Elala et al., 2013). Entretanto,
observamos neste experimento um efeito sinérgico do uso de Levedura/Levedura
selenizada e parede celular de levedura/levedura selenizada na atividade da
lisozima indicando uma importante ferramenta bactericida no combate a agentes

infecciosos.

Ap6s 60 dias de suplementacdo das dietas, os grupos SEL, LEV e
SEL+LEV apresentaram redugcdo nos niveis de cortisol e glicemia plasmatica 8
HPD. Esta resposta € esperada na aquicultura e confirma os beneficios destes

imunoestimulantes frente aos efeitos deletérios do cortisol.

Apoés 90 dias de experimento, observamos a reducédo do cortisol com
elevacdo da glicemia nos grupos LEV e SEL+LEV. Este efeito com o uso de
levedura pode ser induzido pelo estimulo a glicolise e liberagdo do glicogénio no
plasma como ja foi sugerido por Abu-Elala et al., (2013). Com 90 dias de
experimento, também observamos que o grupo LEV+SEL apresentou reducéo do
cortisol 24 horas apés o desafio, indicando que o uso de selénio pode manter o
nivel de cortisol baixo por mais tempo. A utilizacdo de parede celular de levedura
por 90 dias mostrou aumento na concentracéo de glicose e cortisol em relacdo ao
grupo controle 08 HPD. Isto pode ter acontecido devido a demanda excessiva de
energia na defesa metabdlica devido ao estresse (Kumar et al., 2018). Observamos
gue a elevacao do cortisol plasmatico pode ter influenciado negativamente a AHC
apos 90 dias de alimentacédo nos grupos PAR e PAR+SEL. J4 é conhecido que o
horménio cortisol modula a resposta imunoldgica e neste experimento, sugere-se
gue o fornecimento de parede celular de levedura por 90 dias tornou 0s animais

mais susceptiveis ao estresse de manejo.

Como conclusao, este estudo forneceu boas evidéncias sobre a utilizacao
de levedura selenizada, parede celular de levedura e levedura viva para a

aquicultura. A utilizacdo de levedura selenizada juntamente com levedura viva
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apresenta melhor efeito no desempenho produtivo, resposta imunoldgica e

estresse quando comparado ao uso dos aditivos isolados.
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