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“Cada &tomo em seu corpo veio de uma estrela
que explodiu. E os atomos em sua mao esquerda,
provavelmente vieram de uma estrela diferente queaos d
sua mao direita. E realmente uma coisa poética o que sei

sobre fisica: vocé é feito de poeira estelar.”

(Lawrence Krauss)
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RESUMO

LIMA, Frederico Werneck, M.Sc., Universidade Federal deo¥a, marco de 2014.
Colonizagdo e morfometria intestinal de lambarisdo-rabo-amarelo Astyanax
altiparanae alimentados com dietas contendo levedur&accharomyces cerevisiae
como probiédtico. Orientadora: Ana Lucia Salaro. Coorientadores: Jener Alexandre
Sampaio Zuanon e Luis Gustavo Tavares Braga.

A leveduraSaccharomyces cerevisi@em sendo utilizada como pré ou probiético em
dietas para diversas espécies de animais. A melhorisstdgonai imune inespecifico e
aumento na resisténcia dos animais contra infeccoésribaas sao efeitos observados
em peixes alimentados com dietas contendo esta levedgealezedura também pode
desempenhar papel modulador na microbiota intestinal dosaighigolonizando o
intestino dos peixes e influenciando diretamente a atuogia e histologia do tubo
digestorio, podendo alterar vilosidades, numero de céataligformes e espessura da
tunica muscular. A mucosa e as vilosidades intestingd® eBtetamente relacionadas
com a absorcao de nutrientes pelo intestino, portgresentam papel fundamental no
crescimento e na saude dos animais. O conhecimento dagg@felhistologia do tubo
digestorio dos peixes podera ajudar a elucidar o efeitofeieeies ingredientes que
compdem as dietas desses animais sobre seu crescilsstoconhecimento também
ird fomentar as industrias de ragdes, no intuito dadtacao e fabricacdo de dietas que
possam melhorar a digestdo e absorcdo dos nutrierites gremais. O lambari-do-
rabo-amareloAstyanax altiparanae® cultivado em varias regifes brasileiras, € uma
espécie onivora e com excelente aceitacdo pelo meowadmmidor. Assim, com o
presente estudo objetivou-se avaliar o efeito da leve@uraerevisiaesobre a
colonizacéo e a histomorfometria intestinalAdealtiparanae Este projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producdo da Utadesiederal de
Vicosa CEUAP/UFV, como parte do processo n° 22/2013, estandcod#oaom o0s
principios éticos da experimentacdo animal, estabeleciidoGunselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal - CONCEA e com a legasl vigente. Utilizou-se
delineamento inteiramente casualizado com seis niveigvaduraS. cerevisiag0,0;
5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0g kgle dieta) e cinco repeticdes. Lambaris-do-rabo-
amarelo (1,89+0.10g) foram alimentados durante 90 dias conet@s-teste. Ao final

do periodo experimental, sete peixes por repeticdo (35 pameato), foram coletados

Xii



aleatoriamente e eutanasiados com 6leo de cravo (400mdg lAgua) para a extracdo
do intestino. Foram realizadas andlises de colonizacastimate altura e largura das
vilosidades intestinais, numero de células caliciformes vyitmsidade intestinal,
espessura da tanica muscular e area de superficie aparenisidades. A area de
superficie aparente das vilosidades foi calculada pelaptedido das medidas da
altura e largura das vilosidades. Os dados obtidos foram sdbometo Teste de
Cochran para verificar a homogeneidade de variancia segmida realizada a analise
de variancia (ANOVA), (P<0,10) e para os efeitos sigrtifios, analise de regressao
polinomial. Para a anélise microbiolégica de colonizgiga leveduré. cerevisiago
intestino dos peixes, foi aplicado o teste ndo parauétie Kruskal-Wallis (P<0,10).
Foi observado efeito linear crescente apenas na aresupkrficie aparente das
vilosidades intestinais. A inoculacdo deios de cultura com amostras dos intestinos
confirmaram a colonizacdo pelas leveduras nos tratamenies continhamsS.
cerevisiae Devido a presenca da levedura no intestino dos peixes @lasidades
intestinais estarem diretamente envolvidas com a a@msale nutrientes pelo intestino,

conclui-se que a levedura atuou de forma benéfica ndmférdo-rabo-amarelo.
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ABSTRACT

LIMA, Frederico Werneck, M.Sc., Universidade Federal \dicosa, March, 2014.
Colonization and intestinal morphology of the yellowtail teta Astyanax altiparanae

fed with diets containing yeastSaccharomyces cerevisiaes probiotics.Adviser: Ana

Lucia SalaroCo-advisers: Jener Alexandre Sampaio Zuanon and Luis Gustaaneb

Braga.

The yeasSaccharomyces cerevisiias been used as pre-or probiotic in diets for many
different species of animals. The improvement of thespecific immune system and
an increase in the resistance of animals against baatdeietions are effects observed
in fishes fed with diets containing this yeast.This yeast also play a modulating role
in the intestinal microbiota of animals, colonizing fistestine and directly influencing
morphology and histology of the digestive tract, aiigilli, number of goblet cells
and thickness of the muscular layer.The mucosa anstimaé villi are directly related
to the absorption of nutrients by the intestine, thus ptege a fundamental role in
growth and health of the animals. The knowledge on thgmedogy and histology of
the digestive tract of fish may help to elucidate tifiece of various diets ingredients on
the growth of these animals. This knowledge will also gu&kd industries, in the aim
of the formulation and manufacture of diets that nmagrove digestion and absorption
of nutrients by the animals. The yellowtail te&styanax altiparanaewhich is cultured
in several Brazilian regions, is an omnivorous specieshas an excellent consumer
market acceptance. Thus, the present study aimed to evéheaeffect of the yea§.
cerevisiaeon colonization and intestinal histomorphometry Aof altiparanae This
project was approved by the Ethics Committee on Production Asitdsé, of the
Federal University of Vicosa CEUAP / UFV, as part of Case 212013, which is
consistent with the ethical principles of animal experimmh established by the
National Board of Animal Experimentation Control - CONCEAl amith the current
legislation. A completely randomized design with sixells of the yeasE. cerevisiae
(0.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0 and 25.0 g'ldjet) and five replications was used. The
altiparanae (1.89 = 0.10g) were fed for 90 days with the test diets. Atetitk of the
experimental period, seven fish per replicate (35 pemteza) were randomly collected
and euthanized with clove oil (400mg' lof water) for the extraction of the intestine.
Analysis of colonization, height and width of intestimdli, number of goblet cells per
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intestinal villi, muscularis thickness and apparent surfacea of the villi were
performed. The apparent surface area of the villi was eaémilby multiplying the
measurements of height and width of the villi. The dastitained were subjected to
Cochran test to check homogeneity of variance, and tate analysis of variance
(ANOVA) (P<0.10) and polynomial regression analysis for igeiScant effects were
performed. For microbiological analysis of colonizatibg S. cerevisiaein fish
intestine, the nonparametric (P<0.10) Kruskal-Wallis west performed. An increasing
linear effect was observed only in the apparent intestiifl surface area. The
inoculation of culture media with intestinal samplasnfirmed the colonization by
yeasts in treatments containifg cerevisiaeBecause the presence of the yeast in fish
intestine and intestinal villi is directly involved withe absorption of nutrients in the

intestine, it is concluded that the yeast acted beadfién yellowtail tetra.
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INTRODUCAO GERAL

A levedura do alcoolSaccharomyces cerevisiapode ser classificada como
probiédtico pela possibilidade de colonizacédo do epitéliotinidgMeurer et al., 2007) e
pela atuacdo benéfica a salde dos animais (Sakai et al. 09 et al., 2002; Li &
Gatlin, 2003, 2004a). Outra importante funcdo da levedura comafcobé melhorar
o sistema imune inespecifico e a resisténcia dos peikgecces bacterianésbdel-
Tawwab et al., 2008). A possibilidade de interacdes entre edgarelular dessa
levedura com o intestino dos peixes pode levar a alesagd histomorfometria
intestinal (Schwarz et al.,, 2011), o que influenciara ainente na absorcdo de
nutrientes e consequentemente no crescimento e na saldeioais (Lara-Flores et
al., 2003).

O intestino € um dos 6rgaos de maior importancia na aateqimal, pois nele
ocorrem 0s principais processos de digestdo e absoogdoutiientes da dieta (Horn,
1997). As vilosidades ou vilos intestinais sdo evaginacoesudasa intestinal, que
aumentam a area, a eficiéncia e a capacidade absddivatestino (Junqueira &
Carneiro, 2013). As células caliciformes sdo especiakzadaproducdo de muco, o
qgual tem funcdo de protecdo mecanica, quimica e biologioageira & Carneiro,
2013). A musculatura intestinal, caracterizada pela tunicacutar transversal e
longitudinal, promove as contracdes e 0S movimentos tfledes do intestino,
responsaveis por impulsionar o bolo alimentar e febahqueira & Carneiro, 2012;
Shiraishi et al.,, 2009). As vilosidades do intestino sdo esasitque podem sofrer
alteracdes em sua morfologia e histologia em funcadngpsdientes que compdem a

dieta (Schwarz et al., 2011). Dessa maneira, alteragdiesastino dos animais poderao



refletir na melhoria ou ndo da absor¢éo intestinalsemg no desempenho e salude dos
mesmos.

O conhecimento da acdo da levedura do alcool e da histomarme tubo
digestério dos animais € de fundamental importancia pakecalagdo do efeito deste
probiético na nutricdo dos animais, especialmente em peixes.

O lambari-do-rabo-amareldstyanax altiparanaeé um peixe encontrado em
grande parte do territério nacional (Cotan et al., 2006)em se destacando na
piscicultura de corte em funcdo da aceitacdo de destaerciais e reproducdo em
cativeiro (Vilela & Hayashi, 2001). Assim, com esse estuddigbje-se avaliar o efeito
da leveduraS. cerevisiaesobre a colonizacdo e a histomorfometria intestinal de

lambaris-do-rabo-amarel. altiparanae

CONSIDERACOES INICIAIS
Probidticos

Lilly & Stillwell (1965) utilizaram pela primeira vez a palavpaobiotico em
oposicdo a palavr&antibiotico” para denominar uma substdncia secretada por um
protozoario que causou o crescimento de outros (Rusch, 2002). A palavra “probiotico” ¢
composta por um prefixo latino que significa “a favor” e um sufixo grego que significa
“vida”, resultando em um significado composto, podendo ser definido como “pr6-vida”
ou substancia que atua a favor da vida dos hospedeiros (Livk999; Coppola & Gil
Turnes, 2004). A definicdo de probibticos, desde entéo, foificedh e aperfeicoada
por varios autores (Parker, 1974; Fuller, 1989; Gatesoupe et al., €¢398)2001 a
FAO/OMS passou a utilizar a definicho de Schrezenmeir & VI(@881), que

sugeriram que o termo probidtico deve ser usado para descpeodutos que



contenham microrganismos vivos especificos, em quantidadeatkepara promover a
alteracao da microbiota de um hospedeiro, por implantag&olonizacao.

Verschuere et al. (2000) definiram os probioticos de manedia abrangente,
considerando a intima relacdo entre os organismos ampi&io ambiente. Para esses
autores, probidtico é: "vida microbiana adjunta que temoefiEinéfico na associacao,
modificando a comunidade microbiana associada ou ambigatantindo a melhor
utilizacdo do alimento para os animais ou reforcando o @lew mutritivo, através do
reforco da resposta a doenca, ou através da melhoria didadaado seu meio
ambiente”. A definicdo de probidticos como “microorganismos vivos que quando
adicionados a dieta podem contribuir para o cresciment resposta imune dos
organismos”, foi proposta por Kesarcodi-Watson et al. (2008).

Segundo consideracdes de Balcazar et al. (2006), para que Otipoobeja
considerado eficaz e seguro, como aditivo na saude animahana, deve apresentar
as seguintes caracteriticas: ndo ser toéxico e ndo tegep&o; ser habitante natural da
microbiota intestinal da espécie alvo; apresentar solénesia e colonizacdo no trato
gastrointestinal (resisténcia ao acido gastrico e g@esebiliares); apresentar producéo
de substancias antimicrobianas; ser antagonista aéribacpatogénicas; apresentar
modulacdo de resposta imunoldgica; ter adequadas cé#stcasr organolépticas;
apresentar manutencdo da viabilidade do aditivo em comdigi@mmais de
armazenamento; ser tecnologicamente adequado pacaesgamento industrial, como
liofilizacéo.

Com a preocupacédo de se preservar e proteger o meio anbierilizacdo de
probioéticos passou a ter mais importancia por ser umaaiiest ao uso de antibiéticos
na producdo animal, pois sdo substancias capazes de atuanadenéfica a satude do

hospedeiro sem prejudicar o ambiente (Verschuere et al., X880y et al., 2008).
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Devido a intima relacdo entre os organismos aquaticoségua, ao se utilizar
probidticos na aquicultura, é importante se atentar pamssibilidade da manutencéo
ou reproducdo, tanto dos organismos probidticos quanto de paduegua e/ou no
hospedeiro (Hansen & Olafsen, 1999; Verschuere et al., 2000).

Para producédo de organismos aquéticos, destacam-se 0s sepgrohiéticos:
género Bacillus (Bacillus. subtilis, B.licheniformese B. circulang; género
Bifidobacterium (Bifidobacterium. bifidum, B. breve, B. lactis, B. longumB.
thermophiluny; bactérias acido lacticagdctobacilluse Carnobacteriuny a levedura
Saccharomycesem menor escala as bactériasterococcus faeciura Streptococcus
thermophilugCruz et al., 2012; Verschuere et al., 2000).

A acéo dos probidticos sobre a saude dos animais ocomartsras diversas e
complexas, as quais ainda ndo estdo totalmente elucidaldass processos podem
alterar a atividade e a composicao bacteriana integamain & Ofongo, 2012) e os
mecanismos mais conhecidos de atuacdo dos probidticos dst@iidos em
fisioldgicos, nutricionais e microbiolégicos (Fulled,989; Saad, 2006). A acao
fisiologica estd relacionada a imunomodulacdo pelanektcdo da resposta pré e
antiinflamatoéria (Delcenserie et al., 2008), que pode respamateraumento dos niveis
de anticorpos e da atividade dos macrofagos (Fuller, 1989)egemga de enzimas
digestivas suplementares e auxiliares na digestdo de nesriedas dietas e
disponibilizacdo de vitaminas sao fatores nutricionaiciaados com a presenca do
organismo probiodtico no trato gastrointestinal do hosped&abesoupe 2008; Gomez
and Balcazar, 2008; Ringg, 2008; Tinh et al., 2008). Por fim, cipalhmecanismo de
acao microbiolégica do probibtico, é a exclusdo competitdegundo a qual os
probidticos ocupam sitios de ligagdo na mucosa intestinpkdindo a ligacdo dos

organismos patogénicos (Furlan et al., 2005). Segundo Pelitaho(2002), também
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ocorre competicdo entre 0s microrganismos probioticas patmgénicos por nutrientes
especificos, 0 que poderia prejudicar os microrganismos patogéni

A levedura da cana-de-acuc&accharomyceserevisiag também conhecida
como levedura do &lcool, possui caracteristicas comaca@b benéfica a saude dos
animais (Sakai et al., 2001; Ortufio et al., 2002; Li & Gatlin, 2003, 2064pacidade
de colonizacdo do intestino (Meurer et al., 2007) e portarde per utilizada como
probiético (Pennacchia et al., 2008; Garcia & Laurenti 2013) etaglipara peixes.
Acrescido a isso, essa levedura apresenta boa disponihili@@ileincorporacdo as

dietas e resisténcia aos processos de confeccéao (Hisahp2004).
Levedura do alcool,Saccharomyces cerevisiaem dietas para peixes

A levedura do alcoolS. cerevisiae¢ um fungo unicelular ndo patogénico que faz
fermentacdo alcoodlica e € amplamente utilizado na p&adde paes, bebidas e outros
alimentos (Raw et al., 2001; Pelczar Jr et al., 1996). Bstduea vem sendo utilizada
em dietas para peixes em funcdo do seu alto teor de prweita, que pode variar de
370 a 450g kg (Lazzari et al., 2006) e de suas propriedades como probiG&mhim,

2013).

Utilizando S. cerevisiaguntamente com farelo de soja na substituicdo da fadaha
carne e 0ssos em dietas para alevinos de jumh@nidia quelen Coldebella &
Radiinz Neto, (2002) concluiram que a farinha de carne s ésdispensavel quando
comparada com a mesma dieta base contendo 346’(tekgrelo de soja e 346,0gkg

deS. cerevisiae

Por possuir caracteristicas de organismo ndo patogénicaz dapaolonizar o

intestino (Gatesoupe, 1999; Schrezenmeir & Vrese, 2001; Meuaér 2006; Mello et



al., 2013) e promover melhorias na saude dos hospedeirossq@ate 1999;
Schrezenmeir & Vrese, 2001), alevinos de tilapia-do-nlye¢chromis niloticus
guando submetidos a alta densidade, como fator estressaaltmentados com dieta
contendo 1.0g K§ de leveduraS. cerevisiaeapresentaram maior ganho em peso e
melhor conversdo alimentar quando comparados com o0s adeadimentados sem
levedura ou comStreptococcus faeciune Lactobacillus acidophilusna mesma

guantidade (Lara-Flores et al., 2003).

Avaliando a incluséo de 0,0; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; e 5,0§.deerevisiakg” de
dieta para alevinos de tilapia-do-nil®.(niloticug, expostos @eromonas hydrophila
Abdel-Tawwab et al, (2008) verificaram que a incluséo da leved@udieta melhorou a
sobrevivéncia dos animais e diminuiu a contagem de bact@iaoro dos peixes,
sendo o nivel de 1,0g Kgo que proporcionou melhor sobrevivéncia aos peixes. Para
trutas arco-iris @ncorhynchus mykiss a incorporacdo de 1,25g Kgdo produto
DVAqua®, que é um fermentado da leved8racerevisiagna dieta, promoveu aumento
na sobrevivéncia, conversao alimentar e ganho em peso ides pas fases inicial e
final de producao (Barnes & Durben, 2010).

A utilizacdo de uma dieta conten8o cerevisiaecombinada corBacillus subtilis e
Lactococcus lactiia concentracdo de f0UFCkg" de dieta para alevinos debeo
rohita durante 30 dias proporcionou aumento no ganho em peson&fcigrotéica,
retencdo de nutrientes e melhorias na digestibilidade ela dios peixes quando
comparada com aqueles alimentados com a dieta basala isentprobioticos
(Mohapatra et al., 2011).

Ao avaliarem o desempenho produtivo e parametros hematmdode tilapias-do-
nilo (O. niloticu§ alimentadas com dietas contendo 3,04 kg parede celular d®.

cerevisiae e vacinadas contréstreptococcus agalactiaeSalvador et al. (20}3
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concluiram que, sob desafio, os peixes alimentados cotasdi®ntendo levedura
apresentaram maior ganho de peso e maior taxa de cresziespecifico, e ainda que,
a interagdo entre a dieta e a vacinagdo resulta eioramataxas de hematdcrito,
hemoglobina e leucécitos, mostrando a importancia ecassglade do estudo da
levedura na alimentacao de peixes, visando melhoriasida sas animais e no ganho
produtivo.

Avaliando a levedur&. cerevisiagomo probidtico para alevinos de tilapia-do-nilo
(O. niloticug submetidos a desafio sanitario, Meurer et al. (2007) chbaoiuque a
administracdo de 1,0g kKgde levedura aos alevinos promoveu a colonizacdo do
intestino, mas nao influenciou o desempenho produtivo ére\8eéncia dos peixes
guando em sistema de cultivo com esterco suino comaalsaattario.

Em alevinos de tilapia-do-niloQ( niloticu§ alimentados com 3,0g Rgdo
prebidtico mananoligossacarideo (MOS), que é composto por paalatse da levedura
S. cerevisiagou com 4,15 X 10UFC'g de dieta conBacillus subtilis Carvalho et al.
(2011) nédo observaram variacbes nos parametros de desempanthetanto,
verificaram maior altura das vilosidades intestinais aoisnais alimentados com as
dietas contendo os aditivos. Resultados semelhantes favservados por Cechim et al.
(2013), quando alimentaram por 30 dias, tilapias-do-ro rfiloticug com dietas
contendo o prebiético mananoligossacarideo (MOS) no nivé|Giekg' de inclusdo,
porém aos 60 dias de experimento, 0S mesmos autores oasedmarinuicdo na altura
da vilosidade do intetistino dos peixes, alimentados com 4,8gl&gVOS, quando
comparados aos peixes do controle.

Avaliando mananoligossacarideo (MOS) em dietas para larvaapia-do-nilo
(O.niloticug, Schwarz et al. (2011) encontraram melhora signifiaati® conversao

alimentar e aumento do comprimento do intestino, daraaltlas vilosidades e da
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densidade de vilos intestisa mas ndo encontraram variagcdo no numero de células

caliciformes.

Tubo digestorio de peixes

O aparelho digestério dos peixes € similar ao dos demaisbkalbs, variando
fisiologicamente e morfologicamente de acordo com otth&gimentar do animal
(Fagbenro et al, 2000; Tengjaroenkul, 2000). Essas vasad especializacdes
morfolégicas foram naturalmente selecionadas em fudo@miveis tréficos nos quais
cada espécie evoluiu, resultando na grande diversidade de ladibi@stares existentes
(Dabrowski & Portella, 2005). Varios autores dividem o apardigestorio dos peixes
em: intestino cefalico (cavidade bucofaringeana), times anterior (eséfago e
estdbmago), intestino médio (intestino propriamente ditajtestino posterior (reto ou
valva ileorretal) (Rodrigues & Menin, 2008; Rodrigues et al.,, 20@B)pancreas,
vesicula biliar e figado sdo 6rgaos acessorios ao tulestdigp (Rust, 2002). Esses
acessorios sao embriologicamente derivados do mesmdernakodo tubo digestorio e,
sdo importantes por liberarem enzimas digestivas no tyastdrio e pelas funcdes
metabolicas relacionadas aos alimentos ja digeridemér & Parsons, 1985),
completando assim a digestdo e absorcéo dos alimentos.

O intestino cefdlico é constituido pela cavidade bucafaena, que €
compartilhada pelos aparelhos respiratorio e digesténmoskmitado anteriormente
pela boca (orificio bucal - labios) e posteriorment® pétimo par de arcos branquiais.
Esta regido é de extrema importante na apreensao,cselegiducdodo alimento até o
esbfago (Godinho, 1970).

O intestino anterior é composto pelo eséfago e estébntagoinando no esfincter
pilérico. O esbfago nos elasmobranquios e na maioriaAdtinopterygiié uma area

curta que liga a faringe (intestino cefalico) ao estonmaxgpeixes com estdmago e ao
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intestino nos peixes sem estdmago (Hibiya, 1982), podendo apresgiteliociliado e
rico em células mucosas e frequentemente (Smith, 1980; rR&marsons, 1985), o
gue faclita o deslocamento do alimento.

Em relagéo ao estdmago, o0s peixes apresentam grandedearde forma, as quais
estdo relacionadas ao habito alimentar. Basicamentejsi#too formas encontradas,
sendo: estbmago reto, estbmago em forma de U, estbmago end®irapeixes, que
apresentam uma dilatacdo intestinal, mas ndo apresesgHimago caracteristico
(Smith, 1980). As principais funcdes do estbmago sédo armaeeba, digestado fisica e
guimica dos alimentos (Romer & Parsons, 1985). Varios autoieem o estbmago
em trés regides, sendo elas a cardica, a fandigailérea, tomando como critério para
determinar essas regibes a estrutura anatdomica e agaese ndo de determinadas
glandulas gastricas (Godinho, 1970; Gomes, 1981; Romer & Pal€8%s Kuchinski,
1985).

Na maioria dos mamiferos ha uma clara diferenca de didmeetre o intestino
delgado e intestino grosso, o que na maioria dos peixespawce. Além disso, o
intestino delgado de mamifero é dividido em trés partesdéhm jejuno, ileo), com
base principalmente em caracteristicas histolégicass Mma vez, em peixes tal
divisdo é, em geral, menos clara. Em peixes é comussifidar o intestino em trés
regides (proximal, médio, distal). Muitas vezes,vaséb é arbitraria, que corresponde a
cerca de um terco para cada regido (Farrell, 2011). Assimpeixes, denomina-se
intestino médio a porcao compreendida entre o esfipdtaico e a regido retal. Sua
principal funcdo € continuar o processo digestivo quengsou no estdémago, e
absorver os nutrientes liberados a partir da digesta. giabr@ode ser subdividida em
porcdo anterior (intestino delgado, ascendente ou ilgmrgdo posterior (intestino

grosso ou descendente). Além das regibes supracitadass nasipécies possuem
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estruturas denominadas cecos piloricos, cuja estrutsieab& semelhante ao epitélio
intestinal, e sua funcéo é aperfeicoar a absorcduuientes, através do aumento do
tempo de permanéncia da digesta no limen intestinal & swgperficie de absorcao
(Godinho, 1970; Smith, 1980).

Histologicamente as células secretoras e de absoossngm padrao cuboide na
porcéo anterior do intestino, e passam para um padGneso na porcao posterior,
onde sua funcao primordial passa a ser a secrecdo de pawe a lubrificacdo do
epitélio intestinal (Smith, 1980). O epitélio da mucosastinal € composto por células
caliciformes e células enddcrinas espalhadas entre urdegrammero de enterécitos
(células prismaticas com microvilosidades que aumentam afisig)e As células
caliciformes secretam muco e varias enzimas digesti¥@silas enddcrinas voltadas
para a lamina prépria secretam hormonios que ajudam a regytaocessos digestivos
(Hibiya, 1982).

O comprimento do intestino também tem relacdo com ddalmentar da espécie.
As diferencas no comprimento do intestino entre herb$s/a carnivoros também
podem ser vistas durante o desenvolvimento, quando ha mudancasandedfontes
proteicas de origem animal para fontes protéicas de origgetalelsto é geralmente
acompanhado por mudancga no comprimento relativo do irag§tanrell, 2011).

Os intestinos proximal, médio e distal sdo comumemerdaados apenas intestino
médio e corresponde ao intestino delgado dos mamifengsilaeto que, o que é
chamado de reto nos peixes corresponde ao coélon (mategtbsso) e reto nos
mamiferos. O intestino grosso nos peixes €, normalmeefmrado do restante do
intestino por uma valvula (ileorretal) e distingue-sepa@ncia da mucosa e o intestino

termina com um esfincter anal (Farrell, 2011).
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No intestino, encontram-se as Vvilosidades ou vilos iniEsti que sé&o
evaginacdes da mucosa intestinal compostas pelo epitdfimiea propria, que se
projetam na luz do intestino aumentando significativamemtéarea de superficie
intestinal (Junqueira & Carneiro, 2013). Sao constitujeles enterdcitos, células
caliciformes, e células enteroenddcrinas (Boleli ¢t2802). A maioria dos peixes ndo
apresenta criptas como nos vertebrados e a proliferagétarcdo epitélio do vilo
ocorre pela multiplicacdo mitética de células indifeiadas na base dos vilos (Jobling,
1995). O conhecimento da mucosa intestinal dos peixes é imopara fornecer
informacdes aos estudos de nutricdo pelo fato das vilosidatestinais estarem
relacionadas com a capacidade de absorcdo de nutrienteanpell (Junqueira &
Carneiro, 2012; Cechim, 2013). De maneira geral, 0 nimero dedeitbs presentes
nos vilos, a densidade de vilos, o tamanho dos vilos, assia a manutencdo destes
através da renovacao celular do epitélio intesttaahbém influenciam diretamente na
digestéo, absorcdo de nutrientes e consequentemente dgpleso dos animais como
afirmam Boleli et al. (2002), no caso, para frangos de.corte

O desenvolvimento da mucosa intestinal se da pelo aumentdimero das
células epiteliais (enterocitos, células caliciformes células enteroenddcrinas),
correspondendo ao aumento na altura e densidade dos wilepitélio intestinal
(Maiorka et al., 2002 e Mello et al., 2013). Quanto mais intagraicosa maior sera o
tamanho das vilosidades intestinal e maior a absorcaatdentes (Garcia, 2008),
influenciando diretamente no desempenho e saude dos ({Sikes et al., 2010 e
Jobling, 1995). Nesse contexto, varios estudos tém mostradopartancia das
vilosidades intestinais e suas relacdes com a nutricgide, ndo sO de peixes, mas

também de outros animais.
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Células caliciformes

As células caliciformes da mucosa intestinal sdo regpeisspela producdo de
muco, constituido por glicoproteinas hidrofilicas, que protegentubrificam o
revestimento do intestino (Junqueira & Carneiro, 2013). Goreacretado pelas células
caliciformes dificulta a adesdo de microrganismos patog&rectambém age como
bactericida devido a presenca de lisozima (Noga, 1995), influenciéirdamente na
salde dos animais. O aumento no nimero de células caliefqrode ser indicativo de
um processo de agressao causado por infecgéo, toxinastrosi fatores (Schwarz et
al.,, 2011). Trabalhos na literatura corroboram a impowésas células caliciformes na
saude dos animais. Juvenis de tilapias-do-r@o rfiloticug alimentados com dietas
contendoBacillus cereus e Bacillus subtilisomo probidticos, apresentaram maior
namero de células caliciformes no epitélio intestiipdllo et al., 2013). Entretanto,
Schwarz et al.,, 2011 ndo encontraram diferenca sigmficatd niumero de células
caliciformes em larvas desta mesma espécie, quando aldasrtam dietas contendo

mananoligossacarideo (MOS).

Em girinos de réa-touroL({thobates catesbeianysSeixas Filho et al. (2008)
encontraram relacdo entre o aumento do nimero daxéhiiciformes e o aumento de
proteina bruta da dieta. Resultados semelhantes foraenvatles por Oliveira et al.
(2000), ao avaliaream células caliciformes em frangos de adirteentados com
leucena l(eucaena leucocephala e Leucaena cunniphgamw feijdo guanduQajanus

cajan).

Tunica muscular

A camada muscular do intestino, formada pelas tunicaslairinterna e a

longitudinal externa, é responsavel pelo movimento pkigstécontinuo do intestino
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delgado e define o volume e o tamanho do limen intesiaahaomo a capacidade de
contracdo do tubo digestério (Junqueira & Carneiro, 201RjfaiShi et al. (2009)
defendem a importancia de se estudar os mecanismos tec&egdo desenvolvimento
da tlnica muscular por ser parametro de boa salde e nulg@mimais.

Foi observado por Kihara et al. (1995) a relacdo da ferg@mide alimentos no
intestino com o aumento da espessura da tunica musculBagms majoy teledsteo
marinho carnivoro criando em cativeiro.

Em outras espécies a tunica muscular também apresk@esecom a salde e
a dieta. Bauer (2008) afirma que em roedores a tunica muscdéna tem grande
importancia imunologica, contendo macréfagos, leucécims responde com
hipercontratilidade a presenca de endotoxinas secretadas mpmworganismos
patogénicos, no intuito de causar a expulsdo do parasitgatés com privacao de
proteina na dieta, foi observado a diminuicdo da espesturéinica muscular,
mostrando que esta tunica pode ser um parametro de avatiachoa nutricdo do

animal (Torrejais et al., 1995; Molina et al., 2009), corrabdo os dados de Shiraishi

et al. (2009).

Microbiota intestinal

A microbiota intestinal € composta por organismos autoctamoes capacidade de
colonizar a superficie do epitélio intestinal do hospedegé espécies aléctones,
composta por bactérias com presenca transitdria no @agtrointestinal. Estudos
mostram que o trato gastrointestinal tem sido a princigalde entrada de organismos
patogénicos, sendo que a microbiota autéctone pode atuar cora@abarrentrada
desses agentes patogénicos (Ringg & Birkbeck, 1999; Ringg et al.,. 2003)
Microrganismos Gram-negativos sdo predominantes na micrabiestinal de peixes,

sendo 0s géneros mais comumente encontraddi®rm e Pseudomonasem peixes
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marinhos, crustaceos e bivalvesAeromonas, Plesiomonas Enterobacteriumem
peixes de 4gua doce (Makino et al., 2012).

A importancia desta especificidade, presente entre as es@giaticas, reside no
fato de que os probibdticos eficientes para as criagesstres, como suinos, aves e
coelhos podem ser diferentes dos probiéticos utilizados iscicytura. Outro fato
relevante em organismos aquaticos € que estes possuemicoliota intestinal
composta em sua maioria por microrganismos transeustesg,i bactérias livres no
lamen intestinal, diferentemente dos animais don@sticonde a maioria dos
componentes da flora microbiana esta associada adcepitéktinal, sendo, portanto,
permanentes.

O ambiente em que vivem o0s peixes exerce influéncia de formidicsigva na
composicao da populacdo microbiana do trato gastrointe€sihed et al., 2005). Estes
animais nao regulam a temperatura corporal e a assodegaizrorganismos no limen
intestinal pode variar conforme a temperatura (Leit&silgeira, 1992). A salinidade é
outro ponto importante na determinagdo desta populagdo (RinGgregm, 1994),
Assim, a agua dos tanques e a propria alimentacdo dos apmagm ser fontes de

microrganismos que venham a colonizar a microbiota intestinal

Lambari- do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae

O lambari-do-rabo-amareloAstyanax altiparanagGarutti & Britski, 2000),
também conhecido como piaba-do-rabo-amarelo, tambil ou datab@il, pertence a
familia Characidae, podendo ser encontrado em rios de agidestdagoas, varzeas e
igarapés de todo o territorio brasileiro, indo do nordasiea Bacia do Prata (Souza &
Andrade, 1983; Silva et al., 1983; Cotan et al., 2006). E uma espéziapresenta
status de conservacao ndo ameacado (Bennemann et al. N®9ajureza pode chegar

a 20 centimetros de comprimento e a 60 gramas (lhering &veéip, 1936; Porto-
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Foresti et al., 2010). Essa espécie apresenta estomagidalefielimitado do intestino
pela presenca de esfincter pilérico, o estbmago € sacifsimpes com paredes bem
delgadas, com cecos piléricos curtos e em pequeno numher@), sendo o intestino
curto com apenas uma volta na cavidade abdominal (LoureippaC 2006).

Em funcdo do hébito alimentar onivoro, alta prolificidadaturidade sexual aos
guatro meses de idade, ciclo de producéo curto e facilidade dgonfBorto-Foresti et
al., 2010), essa espécie pode ser recomendada para a eracativeiro com diversas
finalidades como: alimentacdo humana, isca para pesceiesppeixe forrageiro ou
ornamentacao (Garutti, 2003). Devido ao seu potencial de mercadoirportancia na
piscicultura nacional, fatores relacionados a suagdatyiproducéo e saude, tém sido
alvo de vérios estudos.

Com relacdo as pesquisas com as espécies do glsgranax destacam-se
aguelas desenvolvidas com Astyanax bimaculatysonde sao apresentadas as
exigéncias em energia digestivel e proteina bruta, qupregirmam de 2.900kcal de
energia digestivel kjde dieta para dietas com 320,0 e 380,04 dg proteina bruta,
respectivamente (Cotan et al., 2006). Para o lambari-devexineelho A. fasciatus
Salaro et al. (2008) concluiram que os niveis de exigénciaotleina e energia para
essa espécie sdo de 260,0¢ Ke proteina bruta e 3.100kcal de energia digestivel kg
de dieta, respectivamente. Furuya et al. (2013) avaliaraomgosicdo proximal e o
perfil de acidos graxos do lambari-do-rabo-vermeélhdasciatusem diferentes classes
de peso e concluiram que, independentemente da clagssaleo lambari-do-rabo-
vermelho apresenta relacdes satisfatérias de acidessgna3/n-6 e AGP/AGS e niveis
de proteina e lipidios para consumo humano.

Para a espécié. altiparanae Abimorad & Castellani (2011) estimaram, em

funcdo da composicdo da carcaca e do musculo, respeetite, as exigéncias de lisina
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(5,13; 4,869 kg) e metionima (2,89; 2,29g Ry na proteina total da dieta. Estudos
avaliando fontes de 6leos vegetais (canola, milho, lahggassol, oliva e soja) na
alimentacdo do lambari-do-rabo-amarelo demonstraram t®, 6leos sé&o bons
fornecedores de acidos graxos precursores na sinteseodangides, mostrando que
esta espécie possui alta capacidade de realizar a dagdateralongamento de acdo
graxos da serie n-3 4cido eicosapentaenoico (EPA) e domlisa-hexaenoico (DHA)
(Tavares, 2011). A capacidade de realizar a dessaturacamgaraénto de acidos
graxos da serie n-3 foi confirmada por Goncgalves et28014), quando avaliaram o
perfil de acidos graxos de lambari-do-rabo-amarelo emmedaij os quais, apesar de
estarem sendo alimentados com uma dieta pobre nos acatpsdonico (AA), EPA e
DHA, apresentaram maiores concentracfes desses aacos @m seus tecidos do que
a quantidade fornecida atraves da dieta utilizada.

A substituicdo de Oleo de peixe e de soja por Oleo declnben dietas para
lambaris-do-rabo-amarelo também mostrou que esta es@ectem dependéncia direta
do 6leo de peixe para a producdo de acidos graxos altamsaii@gradlos e que o uso de
uma dieta isenta de 6leo de peixe e com a inclusdo de 36@goddedlinhaca e 249 de
6leo de soja kg dieta pode produzir um pescado rico em &acidos graxosriganse
(Pontes, 2013). Testando seis niveis de inclusdo do acidéidma@onjugado (CLA)
(0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0g de CLAde dieta) em dietas para lambaris-do-
rabo-amarelo, Campelo et al.,, (no prelo) ndo encontliferencas no desempenho
produtivo e na composi¢cdo quimica da carcaca em juvends ddtiparanae porém
houve maior incorporacdo de CLA na carcaca dos peikegrdaados com o maior
nivel. A utilizacdo de 0,5g kde 6leo de orégano, como promotor de crescimento, em
dietas paraA. altiparanae promoveu aumento da proteina corporal (Ferreira et al.,

2014).
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Sussel (2012) confirmou a plasticidade tréfica do lambari agaliar a
substituicdo de fontes protéicas de origem animal (farinha deragsde aves, farinha
de carne, farinha de peixe e farinha de sangue) por fortscps de origem vegetal
(farelo de soja e farelo de algod&o), em uma dieta2&ihdg kg' de proteina bruta. Os
resultados mostraram que o ganho de peso foi apenas Y@gekmr para os peixes que
receberam dietas a base de proteina vegetal, quando cdogpeoa os que receberam
dietas a base de proteina animal. Porém, o autor afirmassge menor ganho foi
economicamente compensado pelo menor custo dos ingredotéicos de origem
vegetal.

Embora exista o interesse de varios pesquisadores na pratki¢@mbaris-do-
rabo-amarelo em cativeiro, pouco se sabe sobre aeagd@jeito de outros ingredientes
no aparelho digestério desta espécie. Portanto, com sisg @bjetivou-se avaliar o
efeito da levedur&accharomyces cerevisia®bre colonizacdo e a histomorfometria

intestinal de lambaris-do-rabo-amaréloaltiparanae
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COLONIZACAO E MORFOMETRIA INTESTINAL DE LAMBARIS-  DO-

RABO-AMARELO Astyanax altiparanae ALIMENTADOS COM DIETAS
CONTENDO LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae COMO PROBIOTICO
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COLONIZACAO E MORFOMETRIA INTESTINAL DE LAMBARIS-  DO-
RABO-AMARELO Astyanax altiparanae ALIMENTADOS COM DIETAS
CONTENDO LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae COMO PROBIOTICO

RESUMO

Com este estudo objetivou-se avaliar o efeito da leveSacaharomyces cerevisiae
sobre a colonizagdo e histomorfometria intestinal ldmbaris-do-rabo-amarelo
Astyanax altiparanae Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado coi se
niveis de levedura na dieta (0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25;fgekginco repeticdes.
Os animais (1,89+0,10g) foram alimentados durante 90 dias cormatas-tBste. Foram
eutanasiados sete peixes, por unidade experimental, com&@vo (400mg t de
agua) para extracao do intestino e realizacdo das andéissolonizacéo da levedura no
intestino, altura e largura das vilosidades intestinaisiend de células caliciformes por
vilosidade, espessura da tunica muscular e area de supapficente das vilosidades.
Para os resultados da analise de colonizacdo da levedtr@atestinal dos peixes
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (F3)0,0s demais dados foram
submetidos ao Teste de Cochran, analise de variancia (P€X&@)essao polinomial.
Foi observada a colonizacdo da levedura em todos os tratemexdetuando-se o
controle (0,00g kd). Foi observado efeito linear crescente apenas p@a @e
superficie aparente das vilosidades intestinais. Em fude8ovilosidades intestinais
estarem diretamente envolvidas com a digestao e absdec@otrientes pelo intestino

conclui-se que a levedura atuou de forma benéfica ndmférdo-rabo-amarelo.

Palavras-chave: células caliciformes, histologia, levedura, peixes, tamusscular

vilosidade intestinal.
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COLONIZATION AND INTESTINAL MORPHOLOGY OF THE
YELLOWTAIL TETRA Astyanax altiparanad=ED WITH DIETS CONTAINING
YEAST Saccharomyces cerevisigS PROBIOTICS

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of the ye@stcharomyces cerevisiam
colonization and intestinal histomorphometry of the loyefail tetra Astyanax
altiparanae A completely randomized design with six treatmentyesst in the diet
(0.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0 and 25.0g k@nd five replicates was used. The animals
(1.89 £ 0.10g) were fed for 90 days with the test diets. Skslern each experimental
unit were euthanized with clove oil (400mg of water) to extract the intestine and
perform the analyzes of yeast colonization in the imesheight and width of intestinal
villi, number of goblet cells per villus, thickness of muscudger and the apparent villi
surface area. For the results of the analysis ot yedsnization in the intestinal tract of
fish, the non-parametric Kruskal-Wallis test (P<0.10) wasdu3he other data were
subjected to Cochran's test, analysis of variance (P<0.tOpa@gnomial regression.
Yeast colonization was observed in all treatments excepiiéacontrol (0.00g K§). An
increasing linear effect was observed only for the appartastimal villi surface area.
Because the intestinal villi are directly involved witle thigestion and absorption of
nutrients in the intestine, it is concluded that thasyeacted beneficially in yellowtail

tetra.

Keywords: fish, goblet cells, histology, intestinal villus, muscidayeast.
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INTRODUCAO

A nutricdo de peixes vem se desenvolvendo de forma cresmestiltimos anos
(Nomura, 2010), possibiltando o aumento da producdo e o fontEstdndustrias
processadoras de racdes, para que estas possam atuaradefioente na producéo de
racdes que melhorem o desempenho e a salude dos animais.déssague vem sendo
dado a classes das substancias que se enquadram no grupdidtisqso

Os probidticos estdo comprovadamente relacionados conmewengéo de
enfermidades (Li & Gatlin, 2003, 2004a), producdo de enzimas tid@es
suplementares e auxiliares (Waché et al., 2006; Gatesoupe, 4008t al., 2008),
melhora na digestibilidade de nutrientes, especialmenteprdeeina, e atuando
diretamente no desempenho e composi¢cdo quimica da cdasaeaimais (Lara-Flores
et al., 2003; Waché et al., 2006). Na producéo de organismos aguatgerobioticos
mais utilizados sé@o as bactérias€tobacillus, Bacillus, Enterococcue as leveduras
SaccharomyceglLara-Flores et al., 2003; Meurer et al., 2006, 2008), as gdais
incorporadas nas dietas com o objetivo de melhorar abmta do intestino do animal
(Nageswara & Babu, 2006; Sahu et al., 2008) e consequentementiei@vorade.

O intestino dos peixes € similar ao dos demais vertebradmindo
fisiologicamente e morfologicamente de acordo com ityemciacdes dos habitos
alimentares (Fagbenro et al., 2000; Tengjaroenkul e2@00). Na regido intestinal,
ocorre a maior parte da absorcédo dos nutrientes daaigiortanto, qualquer alteracéo
nessa estrutura podera refletir em maior ou menor gsantestinal. As vilosidades, as
células caliciformes e a tunica muscular do intestsdo, estruturas que normalmente
sofrem alteragcdes em funcéo da qualidade e composigdietdaassim como do perfil
de microrganismos da microbiota intestinal (Kihara et 195; Zhao et al., 1998;
Hisano et al., 2006; Schwarz et al., 2011).
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A levedura do alcool,Saccharomyces cerevisjaguando utilizada como
probiético, pode desempenhar papel modulador na microbiotairatedos animais,
colonizando o intestino dos peixes (Gatesoupe et al., 199%and&, 2012)
influenciando diretamente na estrutura do intestinque podera provocar alteracdes
nas vilosidades, nimero de células caliciformes e espedstidaica muscular (Kihara
et al.,, 1995 Hisano et al.,, 2006; Schwarz et al., 2011). Os embstopresentes na
mucosa das vilosidades intestinais sdo responsaveis pelga@absie nutrientes pelo
intestino e, portanto, apresentam papel fundamental eitento e na saude dos
animais. Assim, o conhecimento da estrutura e do funcioriandlentubo digestorio
podera ajudar a elucidar como a levedura do alcool atua sal@sempenho e sagid
dos peixes.

O lambari-do-rabo-amareléstyanax altiparanaeé um peixe encontrado em
grande parte do territério nacional e vem se destacaaduscicultura de corte pela
facilidade na producéo de alevinos, aceitacdo de dietas@aimgdSouza & Andrade
1983; Silva et al., 1983; Cotan et al., 2006) e a procura comuivs;gossuindo assim
importancia para o mercado brasileiro (Porto-Foresti.eP@10). Desse modo, com o
presente estudo objetivou-se avaliar o efeitoSdacerevisiaesobre a colonizacédo e

histomorfometria do intestino de lambaris-do-rabo-aroarel
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MATERIAL E METODOS

Este projeto é parte do projeto aprovado pela Comissasticke no Uso de
Animais de Producédo da Universidade Federal de Vicosa CEUAR/pHBCcesso n°
22/2013, estando de acordo com os principios éticos da expe@g@enanimal,
estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de HExpetacdo Animal -

CONCEA e com a legislagdo vigente (Anexo 01).

Peixes e delineamento experimental

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricdo deeBedo Setor de
Piscicultura do Departamento de Biologia Animal da Universidsstieral de Vigcosa,
Vicosa, Minas Gerais, em delineamento inteiramente castaliecam seis niveis de
leveduraSaccharomyces cerevisi&@,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0g°kde dieta) e
cinco repeticdes. Juvenis Astyanax altiparanaeom peso médio de 1,89+0,10g foram
distribuidos em 30 aquarios circulares (65,0L de agua), nadddestde 30 peixes por
aquario (0,46 peixesl). Os aquérios foram dotados de aeracdo constante, filtr
biolégico e aquecedores ligados a termostatos que mantigetamperatura em 26°C.
Em cada aquario foram colocados dois refugios artifipar® reduzir o estresse dos
peixes causado por eventuais brigas e/ou disputas por dorairéricé 0Ss animais.
Como refugios, foram utilizados canos de PVC (3 polegadasgjdes ao meio, € uma
estrutura confeccionada com sacos de nylon, semelhantéstamas radicular de
macroéfita aquatica. Todos os aquarios foram cobertoselande nylon branca (2mm)
para evitar a fuga dos peixes. O laboratério foi mantidéotwperiodo de 12 horas.

Diariamente, as 08h00min, 11h00min, 14h00min e 17h00min, os Jerees
alimentados até a saciedade com as dietas-teste, dOfamtias. Os parametros de

oxigénio, pH e aménia foram aferidos semanalmente utilizaeado-sMedidor
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Multiparametros (modelo HI 9828, Hanna Instruments, Brasifuinzenalmente os
aquarios de todos os tratamentos foram sifonados patieadaale fezes e manutengéo
das condicdes fisico-quimicas da agua, que foram mantidtosxégénio dissolvido =
6,5 + 1,0mg [*; pH = 6,5+0,3; ambdnia entre 0,02 a 0,0my L

Ao final do periodo experimental sete peixes por repeti8&@or tratamento)
foram coletados e eutanasiados com éleo de cravo (40Ddgigua) para a extragéo
da porcao inicial do intestino para avaliagdo da colonizagdhistomorfometria

intestinal dos peixes.

Dietas-teste

Foram formuladas seis dietas isoproteicas (333,09 de prdiaita kg' de
dieta) e isoenergéticas (4161,39kcal de energia britadglieta) nas quais foi incluido
o produto BIOSAF HR contendo a leved@accharomyces cerevisiaa concentracao
de 8 x 18UFCg* nos niveis 0,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 e 25,0g de levediraéglieta
(Tabela 1). As dietas-teste foram peletizadas, senasstufa de ventilacdo forcada, a
30°C (para manter a viabilidade da levedura), trituradas em onaiahual e passadas
em peneiras de diversas malhas para obter peletes dé&,6/5ra. Amostras das dietas-
teste foram coletadas para analise quanto a composicao qaipaca a verificacdo da
viabilidade da levedura apds as etapas de processamento.tBarandgéo do teor de
proteina bruta, foi utilizado protocolo descrito por Silva & Qaeif2002), extrato
etéreo, matéria seca e cinzas de acordo com a AOAC ({0@bgla 1). Para a
verificacdo da viabilidade da levedura, apds as etapas desgaotnto, as dietas-teste
foram maceradas em condicdes assépticas, prosseguiaddilsigédo seriada até t@
plaqueado 0.1mL de cada diluicdo em duplicata, em meio BRfa(® Dextrose Agar),
pH 5,6 acrescido de cloranfenicol (50mg)Le incubados a 30°C por 24 horas, para

isolamento e contagem de leveduras no Laboratério dédgisiale Microrganismos do
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Departamento de Microbiologia do Instituto de Biotecnoldypéicada a Agropecuaria

(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) (Tabela 2).

Tabela I Ingredientes, Formulacdo (g Kge composicdo quimica (base matéria
natural) das dietas-teste utilizadas na alimentacdo debdrés-do-rabo amarelo
Astyanax altiparanag@ara os diferentes niveis de inclusdo da leveBaxharomyces

cerevisiae

Niveis de inclusdo da levedurdaccharomyces cerevis)aga diets

Ingredientes 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
Farelo de soja 545,00 545,00 545,00 545,00 545,00 545,00
Gluten de milho 43,00 43,00 43,00 43,00 43,00 43,00
Farinha de peixe 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00 50,00
Levedura 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Fubéa de milho 78,60 78,60 78,60 78,60 78,60 78,60
Farelo de trigo 150,70 150,70 150,70 150,70 150,70 150,70
Alginato 25,00 20,00 15,00 10,00 5,00 0,00
L-Lisina 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
DL-Metionina 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Oleo de soja 59,00 59,00 59,00 59,00 59,00 59,00
Fosfato bicalcico 33,00 33,00 33,00 33,00 33,00 33,00
Sal comum 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
PremixVitam/mirt 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
BHT? 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

Total 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00
Var\Niveis 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Umidade 77,30 74,80 74,40 69,70 73,20 68,20
Ex. Etéreo 84,50 92,20 88,30 93,20 89,40 93,00
Proteina 322,82 314,00 320,55 311,35 317,12 328,04
Cinza 88,50 88,00 79,20 86,90 85,50 85,20
Fib.Bruta 42,20 37,63 33,90 39,84 33,98 33,47

1 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 1.200.0Q0ut. D3 ; 200.000UlI ; Vit. E,
12.000mg ; Vit. K3, 2.400mg ; Vit. B1, 4.800mg ; Vit. B2, 4.800mg ;. @6, 4.000mg; Vit. B12,
4.800mg; Ac. Fdlico, 1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. ©0@ghg;Biotina, 48mg; Colina,
65.000mg; Niacina, 24.000mg; Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Mangd®&sng; Zinco, 6.000mg;
lodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selénio, 20mg.

2 Butil hidroxi tolueno (antioxidante)

Tabela 2 Numero de unidades formadoras de colénias (UFCs) da levedura
(Saccharomyces cerevisjagas dietas-teste Rgle dieta.

Niveis g kg
UFCs x 10 kg*

0,0
0,00

5,0

39,65

10,0
80,39

15,0

123,43

20,0

158,17

25,0

201,04
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As dietas-teste foram acondicionadas em frascos maste mantidas em
temperatura ambiente segundo recomendacao do fabricaptedido (BIOSAF HR),

para manutencéo das células viaveis de levedura nas teista.s-

Avaliacao histomorfmétrica do intestino dos peixes

Os intestinos foram fixados em solucdo de Bouin, por 1Z5hem temperatura
ambiente e em seguida desidratados em concentractesntessde etanol, cortados na
porcao inicial em fragmentos de aproximadamente 5mm e dosllgm 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin®; Leica). Durante a inclusao riealizada a orientacdo dos
fragmentos de intestino de maneira a se obter set@es/ersais e longitudinais da
mesma amostra nos blocos de resina histologica seosi@riprmente, seccionados na
espessura de 3pum em micrétomo rotativo automatico (Reichert-Jung, Alemanha) com
navalha de vidro. Os cortes histologicos semiseriados foodetados em intervalos de
cinco cortes, correspondendo a distancia de 15um entre os mesmos. As sec¢des obtidas
foram colocadas em laminas de vidro totalizando 15 seccOelmora, que foram
coradas com azul de toluidina-borato de sédio 1% e montada&ntellan® (Merck).
As preparacOes histologicas foram confeccionadas no &tdoior de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV. As imagessiniestinos
foram capturadas por microscopia de luz através de fotosni@pio Olympus BX-50,
com a objetiva de 10x e zoom de 1x, acoplado ao softea@@ptura de imagens Q
Capture e analisadas utilizando o programa Image-Pro PledigMCybernetics), no
Laboratério de Sistematica Molecular (Beagle) do Depwitdo de Biologia Animal da
UFV. Para avaliacdo da histomorfometria dos intestinosnforealizadas as medidas
dos seguintes parametros: altura da vilosidade (AV): medida @fitase da vilosidade
(parte superior da tunica muscular) e o apice da vilosidagerdgamédia da vilosidade

(LV): média de trés medidas da largura (de um lado ao alarglosidade, sendo uma
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na base da vilosidade (LVb), uma no meio (LVm) e outraangéo apical da vilosidade
(LVa); espessura da tunica muscular (TM) (considerou-sasautatura longitudinal e
transversal do intestino para medida de espessura a témisaular); células

caliciformes (CC) (considerou-se cada célula calicimcomo uma unidade) (Figura

1).

Figura 1. Fotomicrografias do epitélio intestinal de lambaris-deeramarelo
(Astyanax altiparande AV (altura de vilosidade); TM1 e TM2 (tunica muscular); LVb
(largura da base da vilosidade); LVm (largura média da vilosidad) (largura do
apice da vilosidade); CC (células caliciformesiostradas pelas setas). Coloracao: azul
de toluidina-borato de sodio 1%. Obj. 10x, zoom 1x.
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Todas as medidas foram aferidas individualmente por duasagesam se reduzir o
erro experimental. @mos dados da altura e largura das vilosidades intestinaigozalc
se a area de superficie aparente das vilosidades (AreaV3epeiate formula: Area de
superficie aparente das vilosidades (AreaV) = altura dadalds (AV) x largura média

da vilosidade (LV) lji et al. (2001).

Analises microbiolégicas do tubo digestorio

Amostras do intestino de dois peixes por tratamento focatetadas e
transferidas para microtubos de 1,5mL, contendo soludéa $88,5p V' NaCl). Foi
feito o isolamento e feita a contagem de levedurasadasstras no Laboratério de
Fisiologiade Microrganismos do Departamento de Microbiologia, Universittaderal
de Vigosa (UFV). As amostras foram maceradas e dilwldafsrma seriada até $@

plagueado 0,1mL de cada diluicdo em duplicata.

O material foi incubados a 30°C por 24 horas em meio PBsdata Dextrose
Agar), pH 5.6, acrescido de cloranfenicol (50md).LFoi quantificado o namero de
colénias por placa das amostras de leveduras apés a incubdeda a avaliagcdo de
densidade populacional através da equacdo: WHC (Unidades Formadoras de
Colénia mL*) = Média do n° de col6nias por placa x FD (fator de dil)igdwolume
da aliquotd, sendo o FD o inverso da diluicdo onde se encontrou &ftre 300

colonias.

Analises estatisticas

A avaliacdo do efeito dos niveis de levedura nas dietasstdste os parametros
de histomorfometria intestinal foi realizada por meicadélise de variancia (ANOVA)
(APENDICE A) e regresséo polinomial ao nivel de 10% déadrilidade, utilizando-se

o software SAEG 9.1. A homogeneidade das variancias &iada por meio do teste
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de Cochran. Para escolha do modelo de regressao fode@muo a significancia dos
coeficientes de regressao, a magnitude dos coeficientesatmib@céo, calculados em
funcdo da soma de quadrados da regressdo x soma de quadradasTgmtos, bem

como o comportamento das variaveis em estudo.

Analise da colonizacdo do intestino pela levedura, fda feelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de 10% de significaAntiizando-se o

programa estatistico StatPlus.
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RESULTADOS

Foi observado efeito linear crescente<(.10) da levedura apenas para o
pardmetro area de superficie aparente das vilosidades (T@bgRigura 2). Nos
parametros alturas de vilosidade (AV), espessura da tunicaulaugtM), largura
média da vilosidade (LV), contagem de células caliciforipes vilosidade aferida
(CC), ndo foram observados efeitB<Q,10) dos niveis de levedura presentes nas

dietas-teste (Tabela 3) dos lambato-rabo-amarelo.

Foi observado crescimento da levedura em meio de culturamdastras de
intestino para os tratamentos 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0y d¢anfrmando a

capacidade de colonizacéo da levedura no intestino dos peixes.

Tabela 3Médias das alturas de vilosidade, espessura da tunica muErglara media
da vilosidade, niumero de células caliciformes por vilosidadaea de superficie
aparente das vilosidades, do intestino juvenis de lambaafmpamareloAstyanax
altiparanaealimentados com diferentes niveis de inclusdo da levedhcaharomyces
cerevisiae

Niveis de inclusdo de levedura nas dietas-teste’fp kg P valor
Parédmetros 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 CV(%) Linear
AV (um) 338,00 390,05 366,26 392,67 370,08 387,79 13,16 0,340
CC(por vilosidade 16,04 18,56 16,67 14,63 19,64 17,93 25,76 0,278
TM (pm) 29,86 29,38 28,78 29,82 29,08 28,54 10,84 0,336
LV (um) 118,61 124,59 110,35 115,63 123,04 124,19 11,34 0,573
AreaV (um2)! 39641,23 48076,80 40429,26 45344,85 45551,07 48146,08 12,54 0,092*

AV = altura de vilosidade

CC = ndmero de células caliciformes

TM = espessura da tinica muscular

LV = largura média de vilosidade

AreaV = area de superficie aparente das vilosidades« (AY)

CV = Coeficiente de Variagao

*Significativo pela analise de variancia, teste F<@,10). Significancia das diferencas entre as médias foi
determinada pela ANOVA seguida pela andlise de regressaw. li

1Y =204,31x + 42662 (R2 = 0,377)
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Figura 2: Efeito linear crescente para o parametro aresuplerficie aparente das
vilosidades (altura de vilosidade x largura meédia de vilosidaddyecao dos niveis de
incluséo de levedura nas dietas-teste (p<0,10).
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DISCUSSAO

O aumento da area de superficie aparente das vilosidademaisede lambaris-
do-rabo-amareloAstyanax altiparanaealimentados com dietas contendo diferentes
niveis da levedur&accharomyces cerevisjgeode ser explicado pela acdo probibtica
da leveduraA S. cerevisiadem a capacidade de se aderir aos sitios de ligacdo nos
enterécitos reduzindo a colonizagcdo de bactérias prgiglim intestino pela exclusao
competitiva entre a levedura e as bactérias indesgj§ierlan, 2005). Portanto, é
possivel que o aumento da area de superficie aparente dadadiés intestinais seja
uma resposta histomorfoldgica intestinal do lambamtl a colonizacdo benéfica do
intestino pela levedura, levando a melhorias na condd@oepitélio intestinal e
consequente na absorgéo de nutrientes pelos animais (Noga, Hlie=th\l., 2013).

Em tilapia-do-nilo Q. niloticug alimentadas com 4.0g Rgle Bacillus cereus
Bacillus subtilis também considerados probioticos, foi observado aunmentitura, e
largura das vilosidades intestinais dos peixes (Mello et2803) o que levou ao
aumento da area de superficie aparente das vilosidadgsnaite concordando com os
resultados desse trabalho. O aumento do perimetro dasladles intestinais também
foi observado em tilapia-do-niloOfeochromis niloticus alimentadas com dietas
contendo a parede celular de levedara&erevisiagHisano et al., 2006). Eesses autores
atribuiram o resultado a presenca de nucleotideos, ositd®s, e de alguns
polissacarideos da parede celular da levedura no epitédgiiimal dos peixes, atuando
na diferenciacdo e crescimento das células do mesnmayeaz que nao foi utilizada a
levedura como probiético, mas como prebiatico

Em alevinos tilapia-do-nilod. niloticug alimentadas com dietas contendo 3,09
kg' do prebiético mananoligossacarideo (MOS) que é composto pEmepeelular da
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leveduraS. cerevisia®u com dietas contendo 4,15 X10FC g de dieta ddBacillus
subtilis foi observado aumento na altura das vilosidades in&gstinos animais
alimentados com as dietas contendo os aditivos, indticam possivel aumento da area
de superficie aparente das vilosidades intestinais Cargtllido(2011).

Estudos com lambaris-do-rabo-amarelo, alimentados corfevadura S.
cerevisiae mostraram melhoria da composicdo quimica da carcaeaogateores de
proteina bruta, matéria seca e de energia bruta (Mird@k®), o que pode estar
relacionado com a liberacéo de enzimas digestivas que auxidialigestao e absorcao,
aumentando a disponibilidade dos nutrientes da dieta comitamsinas, 0s acidos
graxos e as proteinas (Lara-Flores et al., 2003; Wachk, &006; Gatesoupe, 2007;
Ringg, 2008; Tinh et al., 2008). Outra possibilidade seria 0 aunmantdbsorcéo de
nutrientes pelo aumento da area de superficie aparemodidades intestinais como
observado nesse experimento.

Dessa maneira, o efeito da adicdo da levedura&erevisiaeem dietas para
lambari-do-rabo-amarelo pode ser benéfico por aumerdiegaade superficie aparente
das vilosidades intestinais e, consequentemente, melaoahsorcédo e retencdo dos
nutrientes, devendo ser levado em consideracdo por presiidabricantes de racgao,
com o objetivo de melhorar a nutricdo e a saude desseaisnim

A colonizacdo do intestino de lambaris-do-rabo-amarelaltiparanae pela
levedura S. cerevisiae comprovada pelas analises microbioldgicas das amostras
intestinais, concorda com Costa et al. (2004), que demmarstra colonizacdo do
intestino da tilapia-do-nilo com leveduBa cerevisiaelurante a fase de reversao sexual
e Meurer et al (2007) que avali®u cerevisiaeomo probidtico para alevinos de tilapia-

do-nilo submetidos a desafio sanitario. A colonizacao thstimo de peixes por outros
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organismos probibticos também foram observados por Andkdl,£995; Gildberg et

al., 1997; Carnevali et al., 2004.

CONCLUSAO

A leveduraSaccharomyces cerevisi@@imentou a area de superficie aparente
das vilosidades intestinais em lambari-do-rabo-amdstiganax altiparanae
A leveduraSaccharomyces cerevisiaelonizou o intestino do lambari-do-rabo-

amareloAstyanax altiparanae
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APENDICE

Andlise de variancia e coeficiente de variacdo pargrassio (p<0.10).

ANOVA
Fontes de Variagd« GL Soma de Quadradi Quadrado Médic F Probab
Devido a Regressé 1 9.13E+07 9.13E+07  3.04 0.0923
Independente 28 8.41E+08 3.00E+07

Coeficiente de Variagdo = 12.54

Analise de variancia para os niveis (p<0.10).

ANOVA
Fontes de Variacd  GL Soma de Quadrad« Quadrado Médic F  Probab
Tatamento 5 2.42E+08 4.84E+07 1.684 0.17675
Residuo 24 6.90E+08 2.88E+07

Coeficiente de Variagdo = 11.86
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ANEXO
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coordenado pelo Prof{a). Ana Lacia Salaro, esta de acordo com os principios éticos
da experimentacio animal estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal - CONCEA e com a legislagio vigente. tendo sido aprovado
por esta Comissdo em 18/Dez/2013.

CERTIFICATE
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Prof(a). Ana Licia Salare, is in agreement with the Ethical Principles for Animal
Research established by the National Council of Animal Fxperimentation Confrol
(COMNCEA) and with actual Brazilian legislation, and was approved by this
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