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RESUMO:

O B-glucano é uma molécula estudada como aditivo alimentar na piscicultura ha
varios anos, sendo descritos na literatura como imunoestimulante e atuando
positivamente de diversas formas, como no crescimento, resisténcia aos
patdogenos, expressdo dos genes do sistema imune inato, entre outros
parametros. No presente estudo, diferentes abordagens de utilizacdo com
diferentes moléculas de [B-glucanos foram avaliadas. No primeiro estudo,
avaliamos os efeitos do banho de solugdo de B-glucano (100 mg L™) durante 8
dias, apds o periodo de exposicdo ao B-glucano foi avaliado o desempenho
(massa e comprimento) das larvas de tilapia do Nilo. O segundo estudo nos
possibilitou avaliar o potencial de dois B-glucanos de leveduras residuais
provenientes da fermentagéo alcodlica. Os peixes foram alimentados durante 21
dias com 1 g kg' de B-glucano e desafiados com Aeromonas hydrophila
inativada. No terceiro estudo avaliamos a composicdo intestinal bacteriana de
pacus alimentados com dois diferentes p-glucanos de leveduras provenientes do
processo de fermentagdo alcoodlica. Para avaliar a diversidade bacteriana
intestinal, os peixes foram alimentados por 21 dias com 1 g kg™ de B-glucano, o
DNA da microbiota intestinal extraido e realizado o sequenciamento (16S rDNA)
utilizando a plataforma lllumina MiSeq. Os resultados do primeiro experimento
demonstraram que as larvas incubadas com B-glucano apresentaram melhor
desempenho, sendo maiores e mais pesadas que as do tratamento controle. Os
resultados do nosso segundo estudo indicaram que um dos B-glucanos obtidos de
leveduras residuais da producdo de alcool avaliado foi eficaz como
imunoestimulante, apresentando efeito positivo na ativacdo da atividade
respiratoria dos leucdécitos. Os resultados observados no terceiro experimento
demonstraram grande prevaléncia em todos os tratamentos dos géneros
Cetobacterium, Plesiomonas e Epulopiscium, 0s quais representam
aproximadamente 60% de todos os géneros identificados. Pesquisas utilizando
diferentes moléculas de B-glucano séo de grande importancia e necessarias para

averiguar a eficacia e fundamentar a utilizacdo comercial dos mesmos.

PALAVRAS-CHAVE: imunoestimulantes, microbiota intestinal, ovos, pacu,

prebioticos, tilapia do Nilo, B-glucano



ABSTRACT:

B-glucan is a molecule studied as a feed additive in fish farming for several years
and is described in literature as immunostimulating, and acting positively in several
ways, such as growth, resistance to pathogens, expression of innate immune
system genes, among other parameters. In the present study, different
approaches of use with different B-glucan molecules were evaluated. In the first
study, we evaluated the effects of B-glucan bath solution (100 mg L™) for 8 days,
after the exposure period to B-glucan we evaluated the performance (mass and
length) of Nile tilapia larvae. The second study allowed us to evaluate the potential
of two yeast B-glucans from alcoholic fermentation. Fish were fed for 21 days with
1 g kg * of B-glucan and challenged with inactivated Aeromonas hydrophila. In the
third study we evaluated the bacterial intestinal composition of pacu fed with two
different yeast B-glucans from the alcoholic fermentation process. To evaluate
intestinal bacterial diversity, the fish were fed during 21 days with 1 g kg * of B-
glucan, the DNA of intestinal microbiota was extracted and sequencing (16S
rDNA) was performed using the lllumina MiSeq platform. The results of the first
experiment demonstrated that the larvae incubated with B-glucan presented better
performance, being bigger and heavier than those of the control treatment. The
results of our second study indicated that one of the B-glucans obtained from
residual yeasts from the alcohol production evaluated was effective as an
immunostimulant, with a positive effect on the activation of the leukocyte
respiratory activity. The results observed in the third experiment showed a high
prevalence in all treatments of the genera Cetobacterium, Plesiomonas and
Epulopiscium, which represent approximately 60% of all genera identified.
Research using different -glucan molecules is of great importance and necessary

to ascertain the efficacy and substantiate the commercial use of them.

KEYWORDS: immunostimulants, intestinal microbiota, eggs, pacu, prebiotics,

Nile tilapia, B-glucan



INTRODUCAO GERAL

A producdo mundial de peixes tem crescido constantemente nas ultimas
cinco décadas, com aumento médio anual de 3,2%, ultrapassando o crescimento
populacional mundial em 1,6%. O consumo global per capita de peixes aumentou
de 9,0 kg em 1961 para 20,2 kg em 2015, a uma taxa média de crescimento de
1,5% ao ano. Estimativas preliminares para 2016 e 2017 apontam para um
crescimento de 20,3 e 20,5 kg per capita, respectivamente. Este impressionante
desenvolvimento tem sido impulsionado por uma combinacdo do crescimento
populacional, aumento da renda, urbanizacdo e forte expansédo da producdo de
peixes (FAO, 2018).

Neste contexto, o Brasil apresenta vantagens para o desenvolvimento da
piscicultura. Com cerca de 5,5 milhdes de hectares em reservatorios naturais e
artificiais de agua doce, clima favoravel, terras disponiveis e méo de obra
relativamente barata, bem como pacotes tecnoldgicos ja finalizados algumas
espécies potencialmente produtivas. A producao brasileira de pescado continental
atingiu, em 2017, 691.700 mil toneladas, com um incremento de
aproximadamente 8% em relagdo a 2016, demonstrando um crescimento
consistente desse setor no Brasil (Baptista et al., 2018).

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é o peixe mais produzido no Brasil,
e sua criacao fez com que o pais aumentasse sua producdo de pouco mais de 12
mil toneladas em 1995 para 219 mil toneladas em 2015 (FAO, 2016). Em termos
de producéo regional, a regido Sul é responsavel por 42% da producao, seguida
pelas regibes Sudeste (26%), Nordeste (24%) e Centro-Oeste (8%). O
crescimento observado nas ultimas décadas na tilapicultura alavancou o pais ao
posto de quarto maior produtor mundial de tilapia, atrds somente da China, Egito
e Indonésia (Schulter e Vieira-Filho, 2017).

A tilapia € uma das espécies mais indicadas para a criacdo intensiva por
ser onivora, de rapido crescimento, aceitar varios tipos de alimento, décil em
varias fases da criacdo e por apresentar rusticidade, com facil dominio da sua
reproducdo e bom rendimento de carcaca, além de adaptabilidade em diversas
condicbes de criagdo. A espécie apresenta ainda requisitos exigidos pelo

mercado consumidor, tais como, carne branca de textura firme, sabor delicado, de



facil filetagem, auséncia de espinhas em Y, caracteristicas estas, que a colocam
entre as principais espécies comerciais do mundo (Jory et al., 2000).

Dentre o0s peixes nativos produzidos no Brasil, o pacu (Piaractus
mesopotamicus) é um dos que mais se destaca, ocupando a segunda posi¢ao no
ranking brasileiro. Nativo das bacias dos rios Parana, Uruguai e Paraguai,
ressalta-se entre as espécies por apresentar caracteristicas zootécnicas
desejaveis, como carne saborosa e de alto valor comercial, habito alimentar
onivoro e em sistema produtivo aceita bem dietas artificiais, possui rapido
crescimento e rendimento no processamento de 46,73% de filé sem pele; 16,57%
de cabeca e 88,98% de rendimento de carcaca (Vaz et al., 2000; Jomori et al.,
2003; Faria et al., 2003; Bittencourt et al., 2010; Silva et al., 2012; Vallad&o et al.,
2018). Frente ao exposto, a espécie € amplamente produzida em todas as regides
do Brasil.

Segundo dados do ultimo Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura, a
producao brasileira de pacu e patinga no Brasil em 2016 foi de 13.065 toneladas
(IBGE, 2016). Todavia, a intensificacdo da criacdo tem levado ao aparecimento de
diversos organismos patogénicos, causando grandes prejuizos econdémicos, uma
vez que podem resultar em altas taxas de mortalidade e lesdes que tornam a
comercializacdo do peixe inviavel, além do impacto negativo na conversao
alimentar que ocasiona reducdo do crescimento e desempenho dos peixes
(Luque, 2004; Takemoto et al., 2004; Pavanelli et al., 2008; Tavares-Dias e
Martins, 2017).

No Brasil, a aquicultura, apesar do constante crescimento, vem
enfrentando entraves na producdo e comercializacdo do pescado por problemas
relacionados as enfermidades, as quais provocam danos, muitas vezes
irreversiveis, aos tecidos dos peixes e uma elevada taxa de mortalidade, com
consequentes prejuizos econémicos (Sebastido et al., 2015).

Neste contexto, € necessario estabelecer formas adequadas para controlar
e prevenir os surtos de doencgas na producdo. O conceito de alimento funcional é
um paradigma emergente na aquicultura, o qual objetiva a formulacédo de dietas
equilibradas, complementadas com aditivos que melhorem a salde e resisténcia
a doencas dos peixes (Gatlin e Li, 2004). Dentre os aditivos mais promissores que
vém sendo utilizado nas dietas de peixes, encontram-se 0s imunoestimulantes,

substancias quimicas, sintéticas ou biologicas, capazes de aumentar a resisténcia
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do animal as doencas infecciosas, atuando no sistema imune inato, através do
aumento da atividade fagocitica e bactericida das células de defesa. O uso de
imunoestimulantes € um meio efetivo de aumentar a imunocompeténcia e a
resisténcia as infec¢bes causadas por virus, fungos, bactérias e parasitos (Mulero
et al., 1998; Sakai, 1999; Bricknell e Dalmo, 2005).

Entre os imunoestimulantes que vém apresentando efeitos benéficos em
peixes, encontra-se o B-glucano, formado por uma cadeia linear de poliglicoses,
derivado de leveduras, também podendo ser encontrado em alguns cereais,
principalmente aveia e cevada (Robertsen, 1999; Meena et al., 2013). Os (-
glucanos podem ser diferenciados pela forma como as moléculas de glicose estdo
ligadas entre si. Na maior parte dos polissacarideos, as moléculas de glicose
estdo unidas por ligacbes a-1,4, conferindo-lhes uma estrutura linear, ja nos B-
glucanos estas moléculas unem-se por ligagbes B-1,3 e p-1,6 o que lhes confere
uma estrutura helicoidal. Esta conformac@o estrutural é reconhecida por
componentes do sistema imune e resulta na ativacao deste sistema (Robertsen et
al., 1990).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando o B-glucano como um
potente imunoestimulante. Os resultados destas demonstram que o uso do (-
glucano atua positivamente de diversas formas, como no crescimento (Kihlwein
et al., 2014; Pilarski et al., 2017), sobrevivéncia e resisténcia a patdégenos (Das et
al., 2009; Sang e Fotedar, 2010; Pilarski et al., 2017), na producéo de anticorpos
(Kamilya et al. 2006), na alteragcdo da microbiota intestinal (Petit e Wiegertjes,
2016; Miest et al., 2016; Jung-Schroers et al., 2016), na expressao dos genes
relacionados ao sistema imune inato (Lokesh et al., 2012; Pietretti et al., 2013,
Miest et al., 2016; Salah et al., 2017) e na melhora da cicatrizacdo (Przybylska-
Diaz et al., 2013; Schmidt et al., 2015) em varias espécies de peixes.

O B-glucano tem sua atuacao principal na imunidade inata, por meio da
estimulacao da atividade fagocitaria, que ocorre pela ligacdo do imunoestimulante
com receptores presentes em macréfagos e outras células de defesa (Engstad al.,
1992; Gantner et al., 2003; Herre et al., 2004). Estudos apontam varios tipos de
receptores para o B-glucano presentes em macrofagos (receptores scavengers,
receptores complemento CRS3, lactosilceramidas, receptores dectin-1, receptores
Toll-like), porém, os mecanismos exatos de acéo ainda ndo estdo completamente

elucidados (Meena et al., 2013). Detalhes de como os imunoestimulantes, como o
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B-glucano, podem ativar os receptores de macrofagos em pacus sao
desconhecidos, devido a falta de pesquisas sobre as interacdes ligante-receptor
nesta espécie.

O produto comercial Macrogard® é fonte de 1,3/1,6 B-glucano altamente
purificado, exposto e preservado, produzido a partir de uma cepa especialmente
selecionada da levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo considerado o B-
glucano mais estudado no mundo. IniUmeros trabalhos cientificos comprovam sua
capacidade de promover resisténcia e saude aos animais. A célula intacta da
levedura tem pouca ou nenhuma capacidade de ativar o sistema de defesa, uma
vez que os [(B-glucanos biologicamente ativos estdo contidos no interior da parede
celular, cobertos por componentes (manoproteinas), que ndo sao removidos pelo
processo nhatural de digestdo do trato gastrointestinal dos animais. Portanto, para
criar um produto biologicamente ativo, esses componentes de superficie tém de
ser removidos em um processo tecnolégico exclusivo e complexo em que, através
de diversas etapas de extracdo consegue-se liberar e expor a estrutura
preservada dos 1,3/1,6 B-glucanos em sua forma ativa (Biorigin, 2018).

Porém, o tempo do processo e custo de producdo do Macrogard® ainda é
um fator limitante & ampla disseminacdo e aproveitamento dos beneficios do uso
deste imunoestimulante pela maioria das pisciculturas. Criar fontes alternativas
mais acessiveis para este tipo de tecnologia é desejavel para o desenvolvimento
de uma piscicultura nacional mais competitiva e saudavel.

Uma alternativa para a produgéo de 1,3/1,6 B-glucanos com custo reduzido
seria 0 uso de leveduras residuais responsaveis pela fermentacéo na producédo de
alcool nas usinas. A levedura (Saccharomyces cerevisiae) € usada como
fermento para a obtencdo de alcool a partir da cana-de-aclcar e pode ser
considerada um residuo da producéo de alcool. De cada litro produzido, sobram
cerca de 30 gramas de levedura seca (Costa, 2004). A producéo brasileira anual
de alcool na safra 2016/2017, segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2017) foi de aproximadamente de 27,8 bilhdes de litros,
sendo o residuo de biomassa de leveduras esta perto de 834 mil toneladas.

Neste contexto, a empresa nacional “Biorigin” esta desenvolvendo um
produto, ainda ndo comercial e nao testado, baseado na produgao de 1,3/1,6 B-
glucano extraido de leveduras residuais provenientes da producdo de alcool. A

utilizacdo de leveduras residuais, além de possibilitar a reducdo do custo de
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producdo e, como consequéncia um produto final mais barato, esta alinhada as
novas demandas do mercado para o desenvolvimento de produtos
ecologicamente corretos, uma vez que utiliza material residual. Pesquisas
utilizando este novo produto serdo de grande importancia e necessarias para
averiguar sua eficacia como imunoestimulante e fundamentar a utilizacao

comercial do mesmo.



DISCUSSAO GERAL

O estudo inovador da utilizagdo do 1,3/1,6 B-glucano na incubacéo de ovos
e embrides de tilapia-do-Nilo apresentados no primeiro manuscrito nos
demonstrou resultados inesperados e promissores em relagdo ao desempenho
produtivo das larvas, pois observamos que o imunoestimulante pode chegar ao
intestino ainda em estagios iniciais de vida, apresentando um bom perfil
modulador da microbiota, devido a estimulagédo de alguns genes importantes no
desenvolvimento do peixe. Esta nova abordagem do uso do 3-glucano abre uma
discusséo e espaco para diversas pesquisas sobre a utilizacdo deste produto na
incubacdo de ovos e embrides em solugdes com B-glucano e seus efeitos em
outros diversos parametros ainda nao abordados pela ciéncia, tanto na tilapia do
Nilo quanto em outras espécies de peixes.

O segundo manuscrito nos possibilitou avaliar o potencial do B-glucano
residual da industria de producdo de &lcool como um potencial ativador do
sistema imune inato do pacu. Este glucano apresentou efeito positivo na ativacao
da atividade respiratéria dos leucdcitos. Com isto, este glucano torna-se
economicamente interessante para a aquicultura por ser mais barato e com
carater sustentavel, pois € proveniente de um material residual, ampliando a
utilizacdo deste produto pelos produtores e industrias de nutricdo animal, como
consequéncia, colaborando para uma piscicultura mais saudavel e competitiva.

Os conhecimentos gerados a partir do estudo da microbiota intestinal de
pacu descritos no terceiro manuscrito sdo inéditos, por se tratar do primeiro
trabalho utilizando a tecnologia de sequenciamento massivo abordando a
diversidade bacteriana presente no intestino do pacu, trazendo informagdes
primordiais para o entendimento da composi¢cao deste microbioma. Melhorar a
compreensao das relacbes ecoldgicas dos microrganismos intestinais e a
possibilidade da manipulacéo através da utilizacdo de glucanos, antimicrobianos,
extratos e Oleos de alguns vegetais, bacteriocinas entre outros compostos que
poderdo ser utilizados com maior eficiéncia e acéo dirigida a determinadas
espécies. Mais especificamente, este trabalho possibilitou a compreensdo da
acao de diferentes produtos de 1,3/1,6 B-glucano no intestino de peixes

alimentados com estas moléculas.
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