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RESUMO GERAL

Com a expansdo continua da aquicultura e a adogdo dos sistemas intensivos de producdo, tém sido
observado aumento da exposicao dos peixes a fatores estressores, uso indiscriminado de antimicrobianos
e comprometimento da saude, o que pode resultar em perdas econémicas significativas. O uso erréneo
de antimicrobianos pode afetar negativamente o ambiente além de selecionar agentes patogénicos
resistentes. Na tentativa de contornar tais fatores, produtores buscam alternativas, sendo que os aditivos
nutricionais se destacam. Desta forma, a utilizacdo de aditivos eubioticos surge como alternativa
promissora para promover o desempenho produtivo, resisténcia a manejos indispensaveis e respostas
imunologicas dos peixes, além de permitir a redugdo no uso de antimicrobianos. Sendo assim, esta
pesquisa teve como objetivos avaliar os efeitos da suplementacao dietética de Quillaja saponaria, Yucca
schidigera e Saccharomyces cerevisiae no desempenho produtivo, morfometria intestinal,
digestibilidade, perfil antioxidante, respostas hematologicas e imunoldgicas de tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidas a trés desafios: estresse por classificacdo de tamanho, infecdo por
Streptococcus agalactiae, e infecdo por Streptococcus agalactiae + 12 horas de hipdxia. Desta forma, a
pesquisa foi dividida em trés estudos. No primeiro estudo foi avaliada a digestibilidade das racGes. Para
tal foram utilizados 216 tilapias-do-Nilo machos (~ 80g) distribuidos em 12 tanques-(18 peixes/tanque)
e alimentados com quatro dietas experimentais (dieta de controle, dieta suplementada com extrato de
Quillaja saponaria + Yucca schidigera, dieta suplementada com Saccharomyces cerevisiae e a
combinacdo de ambos) para coleta de fezes durante periodo de 9 dias e, posteriormente, calculado o
coeficiente de digestibilidade aparente. Para o0 segundo estudo, 600 tilapias-do-Nilo machos (~ 8,9 Q)
foram distribuidos aleatoriamente em 40 tanques de 250 L (15 peixes/tanque) e alimentados com as
mesmas dietas anteriormente mencionadas, durante o periodo de 60 dias. Posteriormente, foram
avaliados o desempenho produtivo, a composicdo bromatoldgica da carcaca e a morfometria intestinal.
Além desses parametros foi analisado o perfil hematoldgico, resposta imune inata, atividade de enzimas
do sistema antioxidante e parametros bioquimicos. Para tal, foram coletados sangue de dez peixes por
tratamento. Os dados obtidos foram considerados antes dos desafios. Também apds aos 60 dias, no
terceiro estudo, grupos foram submetidos a diferentes tipos de estresse: um grupo de 60 peixes foi
submetido a estresse por classificagdo de tamanho, outro grupo de 72 peixes a infegéo por Streptococcus
agalactiae (BAC) (15 dias) e, um outro grupo de 136 peixes, a infecdo por Streptococcus agalactiae +
12 horas de hipoxia (BAC + HP) (15 dias). Apos os desafios, as analises de perfil hematoldgico, resposta
imune inata, atividade de enzimas do sistema antioxidante e parametros bioquimicos foram novamente
realizadas, para gerar comparativo com o periodo sem desafio. Os dados foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey e do teste t. As diferengas foram consideradas
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estatisticamente significativas quando P < 0,05. Os peixes arragoados com dietas suplementadas nao
apresentaram diferencas significativas no desempenho e apresentaram efeitos limitados nos coeficientes
de digestibilidade aparente dos nutrientes e da energia. As dietas suplementadas com extrato de Quillaja
saponaria + Yucca schidigera apresentaram maior nivel de conteudo fendlico, capacidade antioxidante
e maior sobrevivéncia apds BAC e BAC + HP, e a combinagdo de Quillaja saponaria, Yucca schidigera
e Saccharomyces cerevisiae, 0 menor. A suplementacdo de Saccharomyces cerevisiae melhorou o
comprimento das vilosidades do intestino médio e promoveu menor sobrevivéncia apés BAC e BAC +
HP. Os peixes alimentados com dietas suplementadas com Saccharomyces cerevisiae apresentaram
melhores respostas imunitarias inata e capacidade antioxidante apds desafios. Os resultados deste estudo
sugerem que a suplementacgdo dietética com Saccharomyces cerevisiae determinou melhores resultados
gerais para saude, mas ndo foi suficiente para evitar a mortalidade por infeccdo bacteriana. Além disso,
mais estudos sdo necessarios para validar a combinacdo de aditivos eubidticos a base de Quillaja

saponaria, Yucca schidigera, Saccharomyces cerevisiae e suas combinac¢des na nutri¢cdo dos peixes.

Palavras-chave: Aditivos eubidticos; imunonutricdo; Oreochromis niloticus; sistemas intensivos de

producdo; Streptococcus agalactiae.
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ABSTRACT

With the continuous expansion of aquaculture and the adoption of intensive production systems, there
has been an increase in the exposure of fish to stress factors, indiscriminate use of antimicrobials and
compromised health, which can result in significant economic losses. The misuse of antimicrobials can
negatively affect the environment and select resistant pathogens. In an attempt to overcome these factors,
producers are looking for alternatives, with nutritional additives standing out. In this way, the use of
eubiotic additives has emerged as a promising alternative to promote growth performance, resistance to
essential management and immune responses in fish, as well as allowing a reduction in the use of
antimicrobials. The aim of this study was to evaluate the effects of dietary supplementation with Quillaja
saponaria, Yucca schidigera and Saccharomyces cerevisiae on growth performance, intestinal
morphometry, digestibility, antioxidant profile, hematological and immunological responses of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) subjected to three challenges: size-sorting-induced stress, Streptococcus
agalactiae infection, and Streptococcus agalactiae infection + 12 hours of hypoxia. The research was
divided into three studies. In the first study, the digestibility of the feed was assessed. For this purpose,
216 male Nile tilapia (~ 80g) were distributed in 12 tanks (18 fish/tank) and fed four experimental diets
(control diet, diet supplemented with Quillaja saponaria + Yucca schidigera extract, diet supplemented
with Saccharomyces cerevisiae and a combination of both) to collect feces over a 9-day period and then
calculate the apparent digestibility coefficient. For the second study, 600 male Nile tilapia (~ 8.9 g) were
randomly allocated to 40 250 L aquariums (15 fish/aquarium) and fed the same diets as mentioned above
for a period of 60 days. Subsequently, growth performance, wholy-body composition and intestinal
morphometry were assessed. In addition to these parameters, the hematological profile, innate immune
response, antioxidant enzyme activity and biochemical parameters were analyzed. For this purpose,
blood was collected from ten fish per treatment. The data obtained was considered before challenges.
Also after 60 days, in the third study, groups were subjected to different types of stress: a group of 60
fish were subjected to size-sorting-induced stress, another group of 72 fish to Streptococcus agalactiae
infection (BAC) (15 days) and another group of 136 fish to Streptococcus agalactiae infection + 12
hours of hypoxia (BAC + HP) (15 days). After the challenges, the hematological profile, innate immune
response, antioxidant enzyme activity and biochemical parameters were analyzed again in order to
generate a comparison with the period without challenge. The data was submitted to analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey's test and the t-test. Differences were considered statistically significant
when P < 0.05. Fish fed supplemented diets showed no significant differences in growth performance
and limited effects on the apparent digestibility coefficients of nutrients and energy. Diets supplemented

with Quillaja saponaria + Yucca schidigera extract showed the highest levels of phenolic content,
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antioxidant capacity and survival after BAC and BAC + HP, and the combination of Quillaja saponaria,
Yucca schidigera and Saccharomyces cerevisiae the lowest. Saccharomyces cerevisiae supplementation
improved midgut villus length and promoted lower survival after BAC and BAC + HP. Fish fed diets
supplemented with Saccharomyces cerevisiae showed better innate immune responses and antioxidant
capacity after challenges. The results of this study suggest that dietary supplementation with
Saccharomyces cerevisiae determined better overall health parameters, but it was not sufficient to avoid
mortality under bacterial infection. Furthermore, futher studies are necessary to validate the combination
of eubiotic additives based on Quillaja saponaria, Yucca schidigera, Saccharomyces cerevisiae and their

combinations in fish nutrition.

Keywords: Eubiotic additives; immunonutrition; intensive production systems; Oreochromis niloticus;

Streptococcus agalactiae.
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Considerac0es Iniciais

A piscicultura visa a producdo de peixes para o0 consumo humano, aliada a aquicultura, é
a atividade que tem apresentado maior evolucdo nos ultimos anos. O setor € responsavel por
mais de 50% dos alimentos provenientes do ambiente aquético, ultrapassando a quantidade de
alimentos provenientes do extrativismo (FAO, 2021). Devido a crescente demanda de proteina
animal oriunda do crescimento populacional, a pratica da aquicultura demonstrou evolugao
continua, passando de sistemas extensivos de producéo, até chegar aos dias atuais com a adogéo
de sistemas intensivos de producdo (Chen et al., 2014). Dentre as espécies produzidas em
sistemas intensivos de producdo, a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca por suas
caracteristicas zootécnicas favoraveis, sendo que a producéo em 2020 atingiu 9% da producao
global de peixes, configurando como a segunda espécie mais produzida no mundo (EI-Sayed,
2019; FAO, 2020). O Brasil atualmente é 0 4° maior produtor mundial de tilapia-do-Nilo, sendo
que no ano de 2022 foram produzidas mais de 550 mil toneladas desta espécie (Peixe BR, 2023).

O sistema intensivo de producdo é caracterizado pela alta taxa de densidade de
alojamento, seguido pela deterioracdo da qualidade de agua e consecutivos manejos, sejam eles
para classificacdo e/ou vacinagdo dos peixes. Consequentemente, torna-se evidente o declinio
nas respostas produtivas, o desafio ao bem-estar animal e os surtos de doengas enfrentadas,

sejam bacterioses ou viroses (Abdel-Tawwab, 2012; Oliva-Teles, 2012; Yilmaz, 2019).

1. Revisdo de Literatura
1.1. Cenério atual da piscicultura intensiva e seus desafios
A intensificacdo da producdo aquicola aumenta a acdo de agentes estressores, 0 que
resulta em problemas de saude para os peixes e perdas econémicas para o produtor. Tais agentes
podem demandar respostas fisioldgicas além da homeostase, com redirecionamento de energia

que, dependendo da origem, percepg¢édo ou duracdo dos fatores estressores, podem debilitar os
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peixes e favorecer a infeccdo por agentes patogénicos (Tort, 2011). Entre as diversas praticas
de manejo, ha aquelas que sdo consideradas mais estressantes, como por exemplo, a captura
dos peixes, a qual é precedida por perseguicdo, exposicdo aérea e lesdes na superficie corporal
(Arends et al., 1999; Hoshiba et al., 2009; Fernandes Jr et al., 2016; Freitas et al., 2022).
Somado ao estresse de manejo ocorrem, ainda, os fatores estressores naturais como variacoes
de temperatura, pH, niveis de amonia e oxigénio na agua, por exemplo (Tsuzuki et al., 2001;
Ushaet al., 2011).

Naturalmente o sistema fisiologico do animal procura se sobressair frente aos agentes
estressores, sendo que tais reacGes sdo denominadas como respostas ao estresse (Figura 1),
sendo divididas em primaria, secundaria e tercidria. A resposta primaria, conhecida como
reacao de alarme é caracterizada pela rapida resposta fisioldgica, a qual é ativada pelo sistema
nervoso central, resultando na liberacdo de catecolaminas e corticosteroides, sendo esta seguida
por uma segunda resposta fisiol6gica. Durante a resposta secundaria, 0 organismo se adapta ou
compensa as condicdes alteradas a fim de recuperar a homeostase, sendo definida por multiplas
acoes e efeitos desses horménios no sangue e tecido, incluindo o aumento do débito cardiaco,
consumo de oxigénio e mobilizacdo de substratos energéticos e disturbio do balango osmético.
Se 0 estresse é excessivamente severo ou duradouro, a compensacao pode ndo ser estabelecida
e 0 organismo entra em colapso. Esta € a resposta terciaria, de natureza cronica, acarretando ao
animal a inibi¢do do crescimento, reproducao, resposta imune e reducdo a tolerancia aos agentes
estressores subsequentes (Tort, 2011). Devido ao gasto energético e desbalango osmadtico,
caudado pelo enfrentamento do estresse, 0s animais ficam susceptiveis a patdgenos oportunistas

presentes no meio (Abdel-Latif et al., 2020).
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BALANCO A {BALA};CO
HOMEOSTASE PEROXIDACAO LIPIDICA
DEFESA IMUNE MORTE CELULAR

Figura 1: Resposta ao estresse, adaptado Hoseinifar et al., 2021.

Um dos principais patdogenos comumente encontrados em sistemas intensivos de
producdo no mundo é a bactéria Gram-positiva Streptococcus spp. (Klesius et al., 2008;
Suanyuk et al., 2008; Aly, 2013; Jantrakajorn et al., 2014; Hassan et al., 2020). As infeccdes
por Streptococcus spp. em tildpias-do-Nilo sdo causadas por bactérias da familia
Streptococcaceae, filo Firmicutes e ordem Lactobacillales. O género Streptococci € amplo e
possui mais de 50 espécies, dentre elas a Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae,
Streptococcus dysagalactiae e Streptococcus parauberis, que foram descritas como patdgenos
que causam infecdo em peixes (Curras et al., 2002; Eldar; Ghittino, 1999; Soltani et al., 2012;
Zamri-Saad et al., 2010).

A Streptococcus agalactiae, pertencente aos Streptococcus do grupo B, é uma bactéria

Gram-positiva que esta presente mundialmente nos sistemas intensivos de produgdo (Dramsi et



27

al., 2006; Zhu et al., 2018). A infeccdo por Streptococcus agalactiae acarreta varios sinais
clinicos inespecificos, que incluem hemorragias nas branquias, redu¢do no consumo de racéo,
hemorragias nos olhos, opacidade da cornea, hemorragias na base das nadadeiras e opérculos e
lesbes hemorragicas na pele (Bullock, 1981; Yanong & Floyd, 2002; Salvador et al., 2005).
Outros sinais clinicos incluem escurecimento da pele e natacao irregular. Em alguns casos, no
entanto, os peixes afetados ndo apresentavam sinais clinicos antes da morte, e a mortalidade
ocorre devido a septicemia (Barham et al., 1979; Yanong; Floyd, 2002). A infec¢cdo pela
bactéria tem provocado perdas econémicas significativas para a piscicultura intensiva, sendo
que a prevaléncia e severidade da infeccdo dependem de fatores ambientais, como elevada
temperatura e baixa qualidade da agua, geralmente ocasionados por manejos incorretos e/ou
por altas densidades de alojamento (Bromage; Owens, 2002). A bactéria Streptococcus
agalactiae além de infectar peixes, pode causar diversas doencas infecciosas, incluindo
pneumonia, sepse e meningite em humanos e animais terrestres (Lalioui et al., 2005; Pereira et
al., 2010).

Na busca por prevenir e minimizar perdas econdmicas ocasionadas por doencas e,
consequentemente, declinios na producéo, diferentes antimicrobianos, fitoterapicos e outros
medicamentos tém sido administrados regularmente por meio de injecdes, banhos, ou em
alguns casos, via racao (Ding; He, 2010; Rashidian et al., 2020). Os antimicrobianos podem ser
definidos como substancias que tém a capacidade de eliminar ou inibir o crescimento de agentes
patogénicos, e tais farmacos podem ser oriundos de fontes naturais ou sintéticas (Romero et al.,
2012). Os antimicrobianos devem ser seguros para o hospedeiro, permitindo seu uso como
agentes quimioterapicos para o tratamento de doencas, e seu uso pode ser categorizado como
profilatico, terapéutico ou metafilatico (Cabello, 2006). Nos sistemas intensivos de produgéo,
0s antimicrobianos em niveis terapéuticos sdo frequentemente administrados por curtos

periodos, por meio de banhos ou adicionados as ra¢des (Defoirdt et al., 2011).
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Entretanto, os peixes ndo metabolizam os antimicrobianos de forma eficaz, fazendo com
que grande parte seja eliminado pelas excretas. Estima-se que 75% dos antimicrobianos
fornecidos aos peixes sejam excretados na agua (Burridge et al., 2010). Segundo DEFOIRDT
et al. (2011), aproximadamente 500 a 600 toneladas de antimicrobianos voltados para o
enfrentamento de agentes patogénicos foram utilizadas para a producdo aquicola na Tailandia
em 1994, e as propor¢des ndo seguem padrdo, podendo variar de 1 g por tonelada na Noruega
a 700 g por tonelada no Vietna.

Portanto, o uso indiscriminado de tais farmacos pode nao sé ter efeitos colaterais
consideraveis nos sistemas intensivos de producdo, suprimindo a imunidade do lote e
selecionando cepas mais virulentas de patdgenos, mas também ameaca a resisténcia natural do
animal contra patdgenos oportunistas (Akanmu, 2018; Dawood; Koshio, 2018; Sarhadi et al.,
2020). Desta forma, aditivos eubidticos/alternativos, para melhor preparar o animal para
possivel enfrentamento de doencas, sdo necessarios para garantir a producéo saudavel de forma
sustentavel.

Assim, nos Gltimos anos, tem se empregado o uso de aditivos alimentares conhecidos
como eubidticos, os quais além da nutricdo, promovem salde dos animais que consomem este
eubiodtico, com maior resisténcia a fatores estressores e patdgenos presentes nos sistemas
intensivos de producdo (Yilmaz, 2020; Yousefi et al., 2020).

Os aditivos alimentares foram definidos como ingredientes ou componentes nao
nutritivos, que ao serem suplementados em formulagdes, ndo necessariamente influenciam as
propriedades fisicas ou quimicas da dieta, 0 ganho de peso dos peixes ou a qualidade do produto
final. A natureza quimica desses aditivos é diversificada e 0 uso em dietas comerciais para
peixes pode variar consideravelmente (NRC, 2011).

Dentre os aditivos eubioticos para ragdes, estdo os prebioticos, probidticos, fitogénicos e

acidos organicos, pode-se destacar os prebidticos e fitogénicos, os quais tém por finalidade
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promover maior salde aos peixes submetidos aos sistemas intensivos de producao.
Recentemente, esforcos vém sendo envidados na busca e utilizacdo de produtos derivados de
plantas em substituicdo a farmacos em sistemas intensivos de producdo de peixes (Bulfon et
al., 2015). Fitogénicos, e seus respectivos coprodutos contém biomoléculas/fitomoléculas que
podem ser eficazes, como aditivo (eubidtico). Estes compostos podem promover o
desempenho, aumento da sobrevivéncia, das respostas do sistema antioxidante e a
imunomodulacdo do sistema imunoldgico (Jeney et al., 2015; Vicente et al., 2018; Xavier et
al., 2020; Naliato et al., 2021).

Isso se deve ao fato de que as plantas possuem metabdlitos secundarios como 0s
compostos fendlicos, alcaloides, quinonas, terpendides, lectinas e polipeptideos, muitos dos
quais sao alternativas de suporte aos antimicrobianos, produtos quimicos, vacinas e outros
compostos sintéticos (Harikrishnan et al., 2011).

Como exemplo de aditivo eubiético fitogénico estdo a Quillaja saponaria (Figura 2) e
Yucca schidigera (Figura 3) que sdo fontes de saponinas e polifendis, além dos polifeniois
presentes em sua composicdo. Outro aditivo eubidtico com grande representatividade sdo o0s
prebidticos baseados em levedura Saccharomyces cerevisiae. Assim, essas classes de aditivos
eubidticos se tornam cada vez mais estratégias promissoras para 0s sistemas intensivos de
producao.

A Quillaja saponaria é encontrada em areas aridas do Chile (Francis et al., 2002a), e é
fonte reconhecida de extratos ricos em saponinas do tipo triterpenica, e também de compostos
polifenolicos e polissacarideos (San Martin et al., 2000; Maier et al., 2015). A Yucca
schidigera, é planta nativa do sudoeste dos EUA e do México (Cheeke et al., 2006), que nos
ultimos anos vem sendo utilizada como extratos no setor aquicola devido aos beneficios
apresentados, como por exemplo a reducdo do estresse em peixes (Santacruz-Reyes; Chien,

2010; Abdel-Tawwab et al., 2021). Tais resultados se devem n&o apenas a presenca de
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saponinas esteroides em sua composi¢cdo, mas também polifendis e polissacarideos, dentre os
quais, o yuccaol A, B, C, D e E (trans-3,3',5,5'-tetrahidroxi-4' metoxistilbeno) e o resveratrol
(trans-3,4',5 tetraxidroxiestilbeno) (Oleszek et al., 2001; Piacente et al., 2004; Piacente et al.,
2005).

O nome saponina deriva do latim sapo, que significa sabdo. Isto, por apresentar
propriedades surfactantes formando uma espuma estavel, semelhante a sabdo, ao serem
agitados em solugdo aquosa. Quimicamente, o termo saponina define um grupo de glicosideos
de elevado peso molecular que consistem em uma porcdo glicana ligada a uma aglicona,
também designada genina ou sapogenina (Hostettmann; Marston, 2005). A estrutura quimica
da sapogenina define a classificacdo das saponinas como saponinas triterpendides (30 atomos
de carbono), que ocorrem principalmente na classe das Magnoliopsida (dicotileddneas) e
saponinas esterdides (27 atomos de carbono), que estdo quase exclusivamente presentes na
classe das Liliopsida (monocotileddneas) (Sparg et al., 2004).

Por apresentarem estruturas triterpendides, substancias que possuem capacidade em
formar complexos insoliveis com lipidios presentes na dieta, pode haver prejuizo na
emulsificagdo de gorduras e na formacéo de micelas com sais biliares e colesterol no intestino,
0 gque pode aumentar a excre¢do, de forma que o animal ndo acumule gordura em sua carcaca
(Oakenfull, 1986; Cheeke, 2000). Nas membranas celulares, o colesterol é organizado na forma
de estruturais cinéticas ou “pools”. As saponinas, por meio de seus grupos OH, podem interagir
com o colesterol e com os fosfolipidios da membrana celular. Além disso, sua estrutura
esteroide hidrofobica pode intercalar no interior hidrofobico da bicamada lipidica. Ambos os
efeitos podem contribuir para alterar a camada lipidica entorno da membrana e ativar

receptores, canais ou enzimas especificas, podendo promover maior area de absor¢do e
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resisténcia a célula (Attele et al., 1999; Francis et al., 2002b). Além disso, as saponinas tém
uma por¢do antioxidante que permite a eliminacdo de anions superdxidos, formando

intermediarios de hidrdxido e, assim, evitar danos moleculares (Sparg et al., 2004).
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Figura 2: Estrutura de Saponina de Quillaja saponaria

(Guo et al., 1998).
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Figura 3: Estrutura de Saponina de Yucca schidigera
(Jiménez et al., 2021).

GEE et al. (1996) enfatizaram que o0 aumento da permeabilidade aparente das bordas em
escova intestinais promovido por baixas doses de saponinas pode ter importantes implicagdes
na absorcdo de macromoléculas, cuja passagem através do epitélio € normalmente restrita.
JOHNSON et al. (1986) propuseram que algumas saponinas reagem com 0 colesterol das
membranas do microvilo, causando lesfes estruturais, proporcionando o0 aumento da

permeabilidade dos enterdcitos, facilitando a absor¢do de substancias que normalmente ndo
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seriam absorvidas. Outro fator benéfico a suplementacdo de saponinas é que possuem a
capacidade de promover a secrecdo de enzimas digestivas como por exemplo a amilase, lipase,
lactato desidrogenase e citocromo ¢ oxidase (Giroy et al., 2016; Serrano, 2013; Wang et al.,
2020). SERRANO (2013) observou que o consumo de saponinas por carpas (Cyprinus carpoio)
propiciou aumento no ganho de peso, taxa de crescimento especifico, eficiéncia proteica e
atividade das enzimas intestinais, tais como amilase e tripsina, bem como enzimas do figado,
lactato desidrogenase e citocromo c-oxidase.

CHEN et al. (2011) aventaram a hipdtese de que peixes alimentados com dietas
suplementadas com baixas doses de saponinas podem apresentar melhores resultados para
ganho de peso devido a melhor taxa de absorcdo de nutrientes pelo intestino, induzida pela
maior permeabilidade dos enterdcitos, consequéncia da acdo das saponinas. Isto se da por
baixas doses (<1000ppm) de extratos de plantas que possuem saponinas e apresentam impacto
benéfico no crescimento dos peixes, enquanto doses elevadas contribuem para o
desenvolvimento de enterite. Tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas suplementadas com 100
mg kg?! de saponinas apresentaram melhores resultados nos pardmetros zootécnicos,
comparados & peixes alimentados com dietas suplementadas com 140 e 200 mg kg* (EI-
Keredy; Naena, 2020).

A suplementacdo de 150 mg kg™ de saponina promoveu o crescimento dos peixes € a
maior absorcdo de nutrientes em carpa comum (Francis et al., 2002a). Tilapias-do-Nilo
alimentadas com dietas suplementadas com 300 mg kg de saponina por 14 semanas,
apresentaram taxa de crescimento 26% maior em comparacao a dieta ausente de suplementagéo.
Os indices hepatossomatico e o intestinossomatico foram reduzidos de acordo com o aumento
do nivel de saponina na dieta e, concomitantemente, demonstraram menor excre¢do de energia

pelas fezes, o que indicou 0 uso mais eficiente do alimento (Francis et al., 2001b).
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FRANCIS et al. (2005) afirmaram que as saponinas agem como promotores de
crescimento naturais e que podem ser vastamente utilizadas na aquicultura, pois reduzem a taxa
metabolica e promovem o crescimento de peixes, como descrito para a carpa € a tilapia-do-
Nilo. A suplementacéo de 150 mg kg™ de saponinas de Quillaja saponaria inibiu a producio
de ovos de tilapia-do-Nilo (Francis et al., 2002a,b,c) promovendo, assim, o direcionamento do
metabolismo energético para a producéo de tecido (filé). ANGELES et al. (2017) demonstraram
gue houve maior ganho de peso para a tilapia-do-Nilo alimentada por seis semanas com dietas
suplementadas com a associagio de 150 mg kg de Quillaja saponaria e 150 mg kg* de Yucca
schidigera. A associacdo de Yucca schidigera e/ou a levedura Saccharomyces cerevisiae foi
avaliada por ABDEL-TAWWAB et al. (2021). Os autores avaliaram as respostas da tilapia-do-
Nilo quando os produtos foram colocados na agua dos tanques (1 g/m®) durante oito semanas.
Houve efeito positivo para ganho de peso quando da associacdo de Yucca schidigera e levedura.
Entretanto, j& foi descrito que as saponinas provenientes de Quillaja saponaria e Yucca
schidigera quando em altas concentracdes na d&gua podem ser consideradas letais devido a sua
caracteristca de danificar o epitélio branquial dos peixes (Makkar et al., 2007).

De modo oposto, a suplementacdo dietética combinada de Quillaja saponaria e Yucca
schidigera determinou efeitos negativos nos parametros zootécnicos como, ganho de peso, peso
final e taxa de crescimento especifico para camarfes (Hernandez-Acosta et al., 2016) e tilapia-
do-Nilo (Angeles et al., 2017). Estudos demonstraram que a suplementacéo dietética de 3 g kg
! de saponinas de Quillaja saponaria, em dietas & base de farelo de soja, determinaram reducio
significativa no ganho de peso, e também danos intestinais para truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e salmédo (Salmo salar) (Bureau et al., 1998). Resultado semelhante foi associado a
suplementacdo de 2 g kg? de saponinas de soja em dietas contendo 33% de concentrado
proteico de ervilha para salmdes alimentados por 11 semanas (Chikwati et al., 2012). O mesmo

nivel de suplementacéo quando fornecido durante a primeira fase de alimentagao para alevinos
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de tilapia-do-Nilo, acarretou alta mortalidade do lote (Makkar et al., 2007). Tais efeitos
negativos foram também reportados com a suplementacéo de 3,2 g kg saponinas de soja em
dietas a base de farinha de peixe (Chen et al., 2011).

Outro aditivo funcional com importante relevancia no cenario atual séo os prebidticos,
substancias ndo digeriveis que permitem alteracGes especificas na composicao e/ou na atividade
da microbiota intestinal, o que pode promover efeito positivo na absorcdo de nutrientes e na
saude (Ringo et al., 2014). Tal composto é utilizado como substrato energético pelas bactérias
do intestino, e podem ser considerados como sacarideos funcionais (Roberfroid, 1993; Song et
al., 2014). Os prebioticos sdo aditivos promissores e apresentam efeitos benéficos no
desempenho, salde da microbiota intestinal, melhora da morfologia intestinal, melhora da
imunidade e, consequentemente, maior resisténcia a agentes patogénicos (Ganguly et al., 2013;
Daniels; Hoseinifar, 2014; Ringo et al., 2010, 2014; Song et al., 2014; Torrecillas et al., 2014;
Dawood et al., 2015a, b). Além disso, a suplementacdo de prebio6ticos pode promover maior
producdo de metabolitos como o propionato, butirato e acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
pela microbiota que, consequentemente, podem ser utilizados pelas células imunitarias do
intestino (Bach Knudsen et al., 2003). Em geral, estudos demonstraram que a suplementacéo
de prebidticos promovem significativamente o desempenho e a eficiéncia alimentar de
diferentes espécies de peixes (Mahious et al., 2006; LV et al., 2007; Huang et al., 2015).

A parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae, que atua na satde e na redu¢do
dos impactos do estresse. A parede celular da levedura é uma rede dinamica de polissacaridos
e glicoproteinas que estéo ligados entre si por interagcdes covalentes e ndo covalentes. A sua
composicao é constituida principalmente por mananoligossacarideos (MOS) que estéo contidos
na camada exterior, B-glucanos e, em menor proporcao, por quitina, que compreende a camada
interior. O uso de dietas enriquecidas com MOS e B-glucano apresenta relacéo custo-beneficio

comprovada, podendo ser utilizado por piscicultores de pequeno e grande porte e pode
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determinar varios beneficios, desde o melhor desempenho dos peixes até o aumento das
respostas imunoldgicas (Kim et al., 2009; Carbone; Faggio, 2016; Dawood et al., 2017a, b; Ji
etal., 2017; Iswarya et al., 2018; Van Doan et al., 2020). Os MOS sdo complexos glucomanano
proteicos derivados da parede celular da levedura Saccharomyces cervesiae, estdo entre 0s
prebiodticos mais comuns avaliados nos peixes (Merrifield et al., 2010). Dietas suplementadas
com MOS (1 gkgte1,5gkg?) promoveram a eficiéncia alimentar e o ganho de peso de carpas
quando arracoadas durante oito semanas (Ebrahimi et al., 2012). O mesmo para ganho de peso
foi relatado por RODRIGUES-ESTRADA et al. (2009) para truta-arco-iris suplementadas por
4 g kg. Entretanto, ndo foram relatadas diferencas em relagdo ao grupo controle quando
salmdes-do-Atlantico foram alimentados com dietas suplementadas com 10 g kg? durante
quatro meses (Grisdale-Helland et al., 2008).

Tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas suplementadas com B-glucano, apresentaram
maior ganho de peso, melhor morfologia intestinal, melhor resposta imunoldgica e,
consequentemente, maior resisténcia quando submetidas a estresse por densidade (Welker et
al., 2012; Dawood et al., 2020). A melhora no ganho de peso foi igualmente observada para
Pseudosciaena crocea quando arragoados com dietas suplementadas por 90 mg kg? de B-
glucano (Ai et al., 2007). Por outro lado, a suplementag@o de trés niveis de B-glucano, baixo
(38 g kg1), médio (52 g kg?) e alto (82 g kg?), em dietas para Oncorhynchus mykiss
proporcionaram reducdo na taxa de crescimento especifico (Sealey et al., 2008).
Concomitantemente, estudos anteriores demonstraram que a suplementacdo de -glucano ou
mananoligossacarideos ndo determinaram efeitos positivos no ganho de peso de tilapias-do-
Nilo (Whittington et al., 2005; Sado et al., 2008; Shelby et al., 2009; Barros et al., 2014).

2. Sistema antioxidante em peixes
Todos os organismos aerobicos, incluindo aqueles que vivem em ambientes aquaticos,

necessitam de oxigénio (O.), sendo que tal molécula desempenha papel vital em varios
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processos metabdlicos e também na producédo de energia (Ahmad, 1995). Quando ocorre a
reducdo parcial do oxigénio sdo gerados intermediarios reativos, denominados de radicais livres
e espécies reativas de oxigénio (EROs) (Figura 4). Dentre as EROs, as mais relevantes e ativas
do ponto de vista fisioldgico séo o radical anion superéxido (O2"), radical hidroxila (OH") e 0
peroxido de hidrogénio (H202) (Cadenas, 1995; Schieber; Chande, 2014; Halliwell; Gutteridge,
2015). As EROs primordialmente formadas sdo, em geral, o radical anion superoxido (O2),
sendo que sua producédo ocorre principalmente nas mitocéndrias pela cadeia respiratdria, com
funcéo de gerar energia na forma de adenosina trifosfato. O Oz gerado nas células desencadeia
diversas reacGes quimicas, afetando funcdes bioldgicas. A eliminacdo do Oz é de
responsabilidade da superéxido dismutase (SOD), amplamente encontrada tanto nas
mitocondrias (Mn?*SOD) quanto no citosol (Cu?*SOD e Zn?*SOD) (Cao et al., 2019). Esta
enzima catalisa a dissociagdo de duas moléculas de O em H2O». Na auséncia da SOD, esse
radical livre leva a formacéo do radical hidroxila (OH") (Halliwell; Gutteridge, 2015; LI et al.,
2016). O OH" ¢ caracterizado por apresentar meia vida extremamente curta e é considerado a
EROs mais reativa e prejudicial. Uma vez que ndo existe antioxidante capaz de prevenir a acéo
do OH’, somente é possivel inibir a sua formagdo ou reparar os danos resultantes da sua acao
(Schieber; Chande, 2014).

Por outro lado, o H20- é produzido abundantemente na matriz mitocondrial durante o
processo de reducdo do O2". O peroxido de hidrogénio pode ser parcialmente eliminado por
diversas enzimas, incluindo a catalase (CAT) que é encontrada tanto nas mitocondrias quanto
nos peroxissomos, a qual catalisa a decomposic¢do do H.O2 em H20 e O2, mantendo o equilibrio
de formacdo e eliminacdo de EROs, essencial para o funcionamento da imunidade inata (Devi
et al., 2019). A glutationa peroxidase (GPx) também age na decomposi¢do do H20. em HO,
além de ser restabelecida a sua forma reduzida pela acdo da glutationa redutase (GR), via

nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), e também desempenha papel importante
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na prevencao da peroxidacdo lipidica da membrana celular (Monteiro et al., 2006; Fukai, Ushio-

Fukai, 2011).
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Figura 4: Sistema antioxidante adaptado de Fukai, Ushio-Fukai, 2011.

Devido a sua natureza, o H2O> apresenta meia vida mais longa em compara¢do com a
maioria das EROs e é capaz de atravessar facilmente membranas, podendo ser liberado no
citoplasma celular. Na presenca de ions metalicos com valéncia varidvel, o H.O- pode ser
convertido no altamente reativo OH™ (Dong et al., 2017). Em circunstancias fisioldgicas
normais, as EROs desempenham diversas fungdes, como na defesa do animal (por exemplo,
defesa contra microrganismos patogénicos) e nas mdltiplas vias de sinalizacdo celular
(Martinez-Alvarez et al., 2005). Em concentraces baixas a moderadas, as EROs ndo causam
danos, mas em concentragdes elevadas induzem modificagdes negativas nos componentes
celulares, como lipidios, proteinas e DNA. Especificamente, as EROs podem induzir a
peroxidacdo lipidica de acidos graxos poliinsaturados, levando ao rompimento da bicamada
lipidica da membrana e a alteracéo da estrutura e permeabilidade da membrana (Hematyar et
al., 2019). Por fim, para evitar o desequilibrio na producdo de EROs, 0s organismos aerébicos

podem reduzir a formacéo de EROs ou reduzir a alta reatividade desses compostos por meio de
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componentes antioxidantes, produzidos pela célula (fonte enddgena) ou obtidos por meio da
dieta (fonte exdgena) (Wang et al., 2013; Franco; Martinez-Pinilla, 2017).

Como exemplo de fonte exdgena de antioxidantes, as saponinas presentes na Quillaja
saponaria e Yucca schidigera apresentam tais caracteristicas, devido ao elevado teor de
polifendis, como por exemplo os flavan-3-ols, que tem como caracteristica estabilizar e eliminar
a producdo excessiva de EROs, prevenindo possiveis danos a célula dos peixes, como por
exemplo, a prevencdo da peroxidacdo lipidica, aumento da atividade da SOD, CAT, GPx e
mieloperoxidase (Martinez-Alvarez et al., 2005; Cigerci et al., 2009; Bae et al., 2020; Elbialy
et al., 2020; Abdel-Tawwab et al., 2021; Dawood et al., 2021; Peng et al., 2022). ANGELES
et al. (2017) encontraram melhores taxas de sobrevivéncia para tilapia-do-Nilo arracoada com
dietas suplementadas com Quillaja saponaria e Yucca schidigera e desafiadas por hipdxia.
Carpas espelho (Cyprinus carpio) demonstraram melhor capacidade antioxidante total e
menores niveis de malonaldeido (MDA) quando arracoadas com dietas suplementadas com
Yucca schidigera, entretanto ndo foi observada diferenga na atividade da SOD (Wang et al.,
2020). Resultados positivos em relacdo a atividade da SOD foram observados para tilapia-do-
Nilo, sendo que peixes arragoados com dietas suplementadas pela mistura de Quillaja
saponaria e Yucca schidigera demonstraram atividade 48% menor da SOD em relagéo ao grupo
controle, devido a capacidade antioxidante (Angeles et al., 2017).

Outros componentes antioxidantes obtidos por meio da dieta sdo o MOS e o B-glucano.
A suplementacéo de 45 g kg de MOS em dietas para tilapia-do-Nilo determinaram aumento
significativo da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx, além de reduzir a peroxidacéo lipidica
(Ozliler-Hunt et al., 2011). Igualmente, o B-glucano além de apresentar caracteristicas de
modulacéo e producéo de enzimas do sistema antioxidante, pode promover a expressao do gene
HSP70, o qual esta relacionado ao estresse celular (Salah et al., 2017; Pogue et al., 2021; Reis

et al., 2021), como também, pode sequestrar radicais livres (Kofuji et al., 2012; Zhang et al.,
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2022). A suplementagio de 4 g kg de B-glucano em dietas para tilapias-do-Nilo promoveu
maior expressdo de genes relacionados as enzimas SOD e CAT e reduziu os niveis de MDA
quando os peixes foram submetidos a desafio por intoxicacdo por Fipronil (EI-Murr et al.,
2019). Quando alimentadas com dietas suplementadas com 5 g kg de B-glucano e desafiadas
por intoxicacdo com deltametrina, foi observada reducéo dos danos ocasionados pelo estresse

(Dawood et al., 2020).

3. Resposta imunoldgica em peixes

A funcdo imunoldgica dos peixes ocorre de duas maneiras, via imunidade inata e via
imunidade adaptativa. A primeira linha de defesa dos peixes contra agentes patogénicos sao as
barreiras fisicas como escamas, pele e branquias, as quais sdo envoltas por mucosa e contem
lisozima, enzima responsavel pela degradacdo da parede peptidioglicano de agentes
patogénicos, protegendo o animal contra possiveis infeccdes (Manning, 1998).

Assumindo a hipoGtese de que o agente patogénico adentre por tais barreiras, sera
desencadeada a resposta imune inata, conhecida também como néo especifica. Tal resposta é
mediada nos primeiros minutos apds infeccdo por duas subdivisdes: resposta imune inata
celular e resposta imune inata humoral (Alberts et al., 2012). Como parte da resposta imune
inata humoral, esta representada principalmente pelo sistema complemento, o qual pode ser
considerado como uma das respostas nao celulares mais eficiente do sistema imune. Tal sistema
engloba mais de 35 proteinas que além de contribuirem na resposta imune inata, contribuem
com a resposta imune adaptativa. O sistema complemento pode ser ativado por trés diferentes
vias: cléssica (ligacdo anticorpo — antigeno), lectina (moléculas de lectinas que se ligam a
carboidratos da membrana patogénica) e alternativa (reconhecimento de padrdes moleculares
associados a agentes patogénicos - PMAAPs). Tais vias tem fungdo de lisar os agentes
patogénicos por meio da formacdo de complexos de ataque a membrana (CAM), promover a

inflamacéo no local da infecdo e opsonizar os agentes patogénicos por meio de ligagcdes com
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imunoglobulinas (via imunidade adaptativa) ou por fragmentos do complemento na superficie
patogénica, favorecendo a fagocitose (Abbas et al., 2012).

Ao mesmo tempo é desencadeada a resposta imune inata celular, os neutréfilos compdem
0 grupo das primeiras celulas de defesa a chegarem ao local da infeccdo. Estas células sdo
ativadas por meio das PMAAPSs, sem o reconhecimento e sem capacidade de gerar memoria
imunoldgica, promovendo a liberacdo de citocinas e lise celular de células infectadas (Greenlee
etal., 1991). A partir do momento que entram em contato com o agente patogénico, identificam
0s PMAAPs por meio de suas proteinas transmembranas, conhecidas como receptores tipo toll
(RTTs), e entdo fagocitam o agente patogénico e promovem a explosao respiratdria (Burst),
induzindo a producao de espécies reativas ao oxigénio (EROs) como Oz, H20,, OH" e 6xido
nitrico (ON) (Akhter et al., 2015). Ap0s este processo e a respectiva morte do neutrofilo, ocorre
a liberacdo de citocinas inflamatorias, que sinalizam a localidade da infeccdo e, por quimiotaxia
estimulam a vinda e acao dos entdo mondcitos (Secombes; Fletcher, 1992).

Os mondcitos assim que saem da corrente sanguinea e chegam ao local, passam a ser
macro6fagos, que por sua vez, sdo as principais células fagocitarias da imunidade inata celular.
Diferentemente dos neutrofilos, que morrem devido ao gasto energético ap6s a fagocitose, 0s
macrofagos apo6s englobar o agente patogénico promovem o burst e producdo de espécies
reativas ao oxigénio e nitrogénio, além da liberacdo de citocinas inflamatérias, incluindo o fator
de necrose tumoral (TNF) e interleucinas (IL-1 - IL-12) (Abbas et al., 2012). Com a liberagéo
de citocinas do tipo TNF, estas se ligam a receptores que estimulam a liberacao de transferrinas.
Estas por sua vez, se ligam a moléculas de ferro (Fe®") tornando-as indisponiveis para a
multiplicacdo de agentes patogénicos, como bactérias por exemplo (Chen et al., 2009). Nao se
limitando apenas a acdo de fagocitar agentes patogénicos, os macréfagos também atuam na
reparacao tecidual, como regeneracdo de tecidos e vasos por exemplo (Secombes; Fletcher,

1992).
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A resposta imune adaptativa, ou comumente conhecida como resposta imune especifica,
tem como caracteristica a alta especificidade e a capacidade de gerar memoria contra agentes
patogénicos (Secombes et al., 2008). Os macrofagos que por sua vez fagocitam o agente
patogénico, processam e apresentam o0 antigeno para células dendriticas, como outros
macrofagos e linfdcitos B, isto através de receptores para antigenos endogenos, conhecidos
como complexo de histocompatibilidade maior classe Il (CHMII), com a geracao de citocinas
especificas, estas estimulam linfocitos B a se diferenciarem em plasmacitos, para a producao
de anticorpos especificos contra tal patdgeno, além de gerar linfécitos B de memoria que
possuem alta durabilidade para rapida acdo contra possiveis reinfecGes frente aos mesmos
agentes patogénicos que induziram sua producdo (Secombes et al., 2008). Paralelamente, 0s
linfécitos T auxiliares (CD4), reconhecem este antigeno e liberam citocinas, estimulando a a¢éo
de outros macrofagos e linfdcitos T citotdxicos (CD8,) que por sua vez reconhecem a célula
infectada via complexo de histocompatibilidade maior classe | (CHMI), promovendo a
apoptose (Secombes; Fletcher, 1992).Como forma de promover a imunidade dos peixes, de
modo que ndo seja necessario a utilizacdo de antimicrobianos para combater possiveis agentes
patogénicos, a utilizacdo de suplementos alimentares com propriedades imunoestimulantes
ganhou popularidade nas Gltimas décadas (Dawood et al., 2018; Dawood et al., 2019; VVan Doan
et al., 2019a).

A suplementacdo de saponinas na alimentagcdo de peixes pode promover melhora do
sistema imunologico, visto que saponinas provenientes de Quillaja saponaria podem
desencadear marcadores imunoldgicos (como células T CD8), estimular a resposta inata e
adaptativa para possiveis infecg¢des, induzindo diretamente macrofagos e células dendriticas, e
aexpressao de diferentes citocinas, mesmo quando 0s peixes ndo apresentam sinais de infeccaos

(Welsby et al., 2017; Wang et al., 2020; Cortés et al., 2023).
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Tilapias-do-Nilo arragoadas com dietas suplementadas com 100 mg kg™ de saponinas de
Yucca schidigera apresentaram maior atividade da lisozima e do burst respiratorio e maior
resisténcia a infeccdo por Aeromonas hydrophila (Njagi et al., 2017). Para a mesma especie,
também arracoadas com dietas suplementadas com o mesmo tipo de saponinas, foram relatadas
menores taxas de mortalidade quando da infeccdo por Pseudomonas aeruginosa e comparado
ao grupo controle (El-Keredy; Naena, 2020). BAE et al. (2020) verificaram que linguado verde-
oliva (Paralichthys olivaceus) arragcoados com dietas suplementadas com 1,5 g kg?! de
saponinas de Yucca schidigera apresentaram melhores resultados para o burst respiratério e
maior taxa de sobrevivéncia.

Os prebidticos sao definidos como fibras indigestas que promovem a populacdo e
colonizacao da microbiota intestinal benéfica, resultando na melhoria do estado geral de satde
(Song et al., 2014). Prebioticos, como levedura Saccharomyces cerevisiae, que possue MOS e
B-glucano em sua composicdo, sdo comumente utilizados e cada vez mais aplicados na
aquicultura como agentes imunomoduladores (Ringo et al., 2010; Ringo et al., 2014; Hoseinifar
et al., 2015; Dawood; Koshio, 2016; Dawood et al., 2020). Em geral, estudos demonstraram
que os prebidticos modularam as respostas fisioldgicas dos peixes contra fatores estressantes
(Torrecillas et al., 2012). Também possuem papel significativos na eficiéncia das respostas
humorais (Chang et al., 2013) e na imunidade inata dos peixes (Serradell et al., 2020; Barros et
al., 2014; Zhang et al., 2014).

STAYKOV et al. (2007) observaram que dieta suplementadas com 2 g kg de MOS
promoveu maior atividade da lisozima e do sistema complemento de truta arco-iris. O mesmo
parametro foi relatado em estudo com tambor vermelho (Sciaenops ocellatus) arragoados com
dietas suplementadas com 10 g kg  durante oito semanas (Zhou et al., 2010) e seis semanas
(Buentello et al., 2010). Entretanto, 0 mesmo nivel foi prejudicial para a atividade da lisozima

em salmdes do atlantico (Grisdale-Helland et al., 2008).
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Os B-glucanos em sua forma livre, tém sido utilizados como imunoestimulantes para
espeécies aquaticas (Dawood et al., 2015b; Dawood; Koshio 2016). Esses compostos geralmente
influenciam a resposta imunoldgica, incluindo a producao de radicais oxidativos por neutréfilos
no sangue e na producao de anions superoxidos em macrofagos (Gatlin, 2002). Os B-glucanos
sdo compostos por monémeros de D-glicose, unidos por ligagdes B-glicosidicas e sdo notdrios
pela habilidade em estimular o sistema imunologico (Ringo et al., 2011; Volman et al., 2008).
Estudos anteriores demonstraram que o [-glucano pode se ligar a padrdes moleculares
associados a agentes patogénicos (PMAAPS) especificos para induzir a resposta imune, além
de promover atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatoérias (Dawood et al.,
2020; Miao et al., 2020).

A utilizag¢do de B-glucanos na suplementacdo de dietas tem sido associado ao aumento da
imunidade especifica e ndo especifica em espécies de peixes, como Danio rerio (Rodriguez et
al., 2009) e Larimichthys polyactis (Rodriguez et al., 2003). Efeito imunoestimulador do f-
glucanos foi relatado para Sciaenops ocellatus em experimento conduzido in vitro e in vivo
(Yamamoto et al., 2018). ENGSTAD et al. (1992) constataram maiores niveis de lisozima
quando alevinos/jovens de salmdo-do-Atlantico foram inoculados com 1 ml de B-glucanos. O
mesmo foi observado para rohu (Labeo rohita) (Misra et al., 2006) e Pseudosciaena crocea (Al
et al., 2007).

HASAN et al. (2018) avaliaram a suplementagdo de B-glucanos durante oito semanas
para linguado verde-oliva (Paralichthys olivaceus), e encontraram maiores expressoes de TNF,
IL1 e IL6 nos figados, rins e bacos. Melhores niveis de lisozima, imunoglobulina (IgM) e
sistema complemento foram encontradas em truta arco-iris alimentadas com dietas
suplementadas com 2 g kg de B-glucanos (Ghaedi et al., 2015). Foi demonstrado que dietas
suplementadas com B-glucanos isolado ou com a associagdo de spirulina, promoveram a

recuperacdo da atividade fagocitaria pds inibicdo da mesma por acao de inseticida (Abu-Elala
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et al., 2020; Mokhbatly et al., 2020). Dentre a suplementacao de dietas com o B-glucanos,
VERLHAC et al. (1998), ao avaliarem a suplementacdo de B-glucanos isoladamente e de sua
associacdo com vitamina C, tais compostos promoveram a atividade fagocitaria e a acdo da
lisozima para truta arco-iris.

A suplementagdo de B-glucanos em dietas para tilapias-do-Nilo promoveram a funcao
imune de modo geral, como no aumento da ativagdo do sistema complemento (Amphan et al.,
2019), e quando estas foram desafiadas por infeccdo por Aeromonas hydrophila demonstraram
melhores niveis de lisozima (Lu et al., 2019). Dentro do mesmo cenério anterior, tilapias-do-
Nilo apresentaram maiores indices de fagocitose, entretanto, tal efeito foi constatado apenas
quando os peixes foram alimentados com dietas suplementadas com B-glucanos em semanas
alternadas, e ndo quando alimentados constantemente durante o periodo de duas ou quatro
semanas (Barros et al., 2014; Petit, 2019).

Entretanto, OGIER DE BAULNY et al. (1996) afirmam que a suplementagdo de B-
glucano em dietas para Scophthalmus maximus administradas por longos periodos néo
determinaram efeito significativo na atividade do sistema complemento e na atividade da
lisozima. Da mesma forma, SABIONI et al. (2020) ndo encontraram diferencas significativas
na atividade do sistema complemento quando comparados 0s parametros antes e apds desafio
por infeccdo por Aeromonas hydrophila para pacus (Piaractus mesopotamicus). Os autores
concluiram que tais resultados se devem ao efeito imunossupressor dos niveis de cortisol
encontrado nos peixes. Contudo, a suplementagdo de 1 g kg de B-glucanos em dietas para
tilapias-do-Nilo e salméo do atléntico, ndo promoveram alteragdes na expressdo de genes
correlacionadas com o sistema imunologico (Rodriguez et al., 2016; Salah et al., 2017).

Os efeitos contraditorios sobre a suplementacéo de -glucanos em dietas para peixes pode
ser justificado pelas diferentes doses, periodo de alimentagédo ou fase da vida do peixe. Além

disso, os B-glucanos comerciais possuem diferentes metodos de processamento, bem como
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fonte (fungos e bactérias), o que pode levar a diferentes atividades e resultados, no que se refere

ao sistema imunoldgico (Ai et al., 2007; Bridle et al., 2005; Ringo et al., 2010).

4. Saude intestinal em peixes

Como anteriormente citado, as barreiras fisicas como escamas, pele e branquias
constituem a primeira linha de defesa dos peixes contra agentes patogénicos (Manning, 1998).
Aliado a tais barreiras e apontado como um dos indicadores mais importantes de saude, o
intestino é considerado o maior érgdo imunoldgico dos peixes. A salde intestinal tem ligacéo
direta com a funcdo fisioldgica, pois afeta a taxa de absor¢do dos nutrientes e energia, como
também a funcdo imunoldgica (Zhang et al., 2019), além de ser considerado como tecido
linfoide de peixes (Boschi et al., 2011).

As células epiteliais do intestino, os enterdcitos, possuem a funcdo de barreira fisica
contra agentes patogénicos (Liu et al., 2020c). Os enterdcitos se unem por meio de juncdes
intercelulares, como por exemplo, o complexo de juncdes apicais (CJA) (Tsukita et al., 2001).
A integridade e o desempenho de tal barreira dependem do CJA, que é composto por jungdes
oclusivas (JOs), ou como conhecidas do inglés tight junctions, e as juncGes aderentes (JAS), 0s
desmossomos (Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Wheelock; Johnson, 2003). Os complexos
constituidos de proteinas das JOs sdo bem conhecidos por incluir as zénulas de oclusdo (ZOs),
que possuem proteinas como claudinas e ocludinas (Chen et al., 2017; Schneeberger, 2004;
Tsukita et al., 2001), enquanto as JAs consistem em proteinas de transmembranas, como as
caderinas (Ogita; Takai, 2010; Wheelock; Johnson, 2003). Essas junc¢des desempenham papel
fundamental na regulacdo da permeabilidade do intestino dos peixes, logo, é necessario a
avaliacdo da morfologia intestinal para detectar possiveis lesdes e implicagdes (Niklasson et
al., 2011; Chamorro et al., 2019). Portanto, a satde dos peixes esta diretamente ligada a saude
intestinal, pois 0 aumento da permeabilidade intestinal, seja devido a acdo de componentes

nutricionais ou estresse, pode suprimir a absorcdo de nutrientes e, possivelmente, reduzir o
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ganho de peso, além de proporcionar maior risco de translocacao de toxinas, parasitas e agentes
patogénicas (Sundh et al., 2010; Grenier; Applegate, 2013; Shi et al., 2017).

Como método para a avaliacdo da saude intestinal dos animais, a fluoresceina
isotiocianato—dextrana (FITC-d) tem sido utilizada como indicador para a avaliacdo da
permeabilidade intestinal (Napolitano et al., 1996). Os dextranos sdo polissacaridos néo
digeriveis com tamanhos moleculares que variam entre 3-kDa e 2000-kDa (Wang et al., 2015;
Woting; Blaut, 2018). O FITC-d com tamanho molecular de 4-kDa é o mais utilizado
atualmente em aves, por ser suficientemente grande e nao atravessar a barreira epitelial
intestinal em grandes quantidades ap0s a administracdo oral, a menos que a barreira intestinal
esteja comprometida (Gilani et al., 2017b). Em contrapartida, as moléculas menores (<300 Da)
podem atravessar passivamente as JOs (Sun et al., 1998). No entanto, a inflamacéo ou leséo do
epitélio intestinal podem induzir a disfuncdo da barreira, resultando em distarbios que
aumentam a migracdo da molécula FITC-d para a camada serosa do intestino e,
subsequentemente, na circulacdo (Yan et al., 2009; Condette et al., 2014). Como agente
auxiliador da saude intestinal, DAWOOD et al., (2021) observaram que suplementacdo
dietética de saponinas para carpa comum promoveu a integridade da parede intestinal,
melhorando as alturas e espessuras das vilosidades.

O intestino dos peixes contém varios tipos de células imunocompetentes que sdo
responsaveis pela eliminacéo dos agentes patogénicos (Balcazar et al., 2006; Nie et al., 2017).
A microbiota intestinal dos peixes também auxilia na protecdo contra a colonizacdo e
multiplicacdo de agentes patogénicos (Goémez; Balcazar, 2008). Em geral, a ingestao dietética
de prebidticos promove maior numero de bacterias benéficas (Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp.) e menor nimero de bactérias patogénicas (Vibrio spp. ou Aeromonas

spp.) (Ringo et al., 2010; Song et al., 2014; Torrecillas et al., 2014). Os B-glucanos sdo
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benéficos tanto por seus efeitos nas células intestinais dos peixes, quanto pelas interacdes com
as bactérias benéficas (Murphy et al., 2020).

Os B-glucanos ao chegarem no intestino dos peixes via racdo, estimulam os enterocitos
epiteliais a sintetizarem apolipoproteina A-1IV (APOA4), a qual esta relacionada com o
metabolismo dos carboidratos e lipideos, que provavelmente captura o B-glucano e o conduz
paraa circulacdo. A actina estad permanentemente presente nas microvilosidades intestinais, que
juntamente com a transgelina participam na captacdo do B-glucano dependente da actina (Kiron
etal., 2016). Além disso, a presenca de RTTs nos enterdcitos pode promover o reconhecimento
do B —glucano (Lauriano et al., 2016). Quando os B-glucanos adentram na circulacdo sdo
reconhecidos por certos receptores, como as lectinas encontradas nas células imunes inatas e,
juntamente com a tirosina quinase, geram a transducdo de sinal intracelular pelas vias das
proteinas quinases ativadas por mitdgenos e TNF (Kiron et al., 2016; Pietretti et al., 2013;
Angulo et al., 2018).

Tanto as saponinas, como 0 MOS e B-glucano sdo comumente utilizados de forma
isolada, ou associados com outros produtos, na suplementacdo de dietas para peixes, pois
podem promover o desempenho, resisténcia a doencas e absor¢do de nutrientes. Contudo, a
associacao de saponinas, polifendis, MOS e B-glucano ainda ndo foi documentada até a presente
data. Portanto, o presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da suplementacdo dietética
dos aditivos eubioticos a base da mistura de diferentes fontes de saponinas e polifendis e a base
de parede celular de levedura, de forma isolada e conjunta nos parametros zootécnicos, no
coeficiente de digestibilidade aparente de nutrientes, energia e minerais, e na morfologia
intestinal, como também, na capacidade antioxidante, perfil hematoldgico, no estado
imunologico de tilapias-do-Nilo frente a estresse por classificacdo de tamanho, infecgdo por

Streptococcus agalactiae e infecgdo por Streptococcus agalactiae + 12 horas de hipoxia.
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O Capitulo II, denominado “Effects of Quillaja saponaria, Yucca schidigera and
Saccharomyces cerevisiae on growth performance and health of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) subjected to different types of stress” foi redigido de acordo com as normas para

publicacdo do periodico Aquaculture (fator de impacto 5.135).
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